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Wykaz stosowanych skrótów i symboli 
5-FL - 5-fluorouracyl 
AIF - czynnik wywołujący apoptozę (ang. apoptosis inducing factor)  
ATOX1 - białko chaperonowe wiążące jony miedzi (ang. antioxidant 1 copper chaperone) 
ATP - adenozyno-5′-trifosforan (ang. adenosine triphosphate) 
ATP7A - ATPaza transportująca jony miedzi (ang. copper-transporting ATPase 1) 
BCR-Abl - gen fuzyjny BCR-Abl1 (ang. fusion gene BCR-Abl1)  
bFGF - podstawowy czynnik wzrostu fibroblastów (ang. basic fibroblast growth factor)  
BRAF - protoonkogenna kinaza B-raf (ang. serine/threonine-protein kinase B-raf) 
CAT - katalaza (ang. catalase) 
CCS - białko chaperonowe wiążące jony miedzi (ang. copper chaperone for Cu/Zn-superoxide 
dismutase) 
CDKs - kinazy zależne od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases) 
CDKIs - inhibitory kinaz zależnych od cyklin (ang. cyclin-dependent kinase inhibitors) 
cDNA - komplementarny DNA (ang. complementary DNA) 
CI - współczynik kombinacji  (ang. combination index) 
COX17 - (ang. cytochrome c oxidase copper chaperone 17) 
CQ - kliochinol (ang. clioquinol; iodochlorhydroxyquin) 
CT-DNA - DNA z grasicy cielęcej (ang. calf-thymus DNA); 
Ctr - białko transportujące jony miedzi (ang. copper transporter) 
ddH2O - podwójnie destylowana woda 
DEF - deferazyroks 
DEPC - pirowęglan dietylu (ang. diethyl pyrocarbonate) 
DFO - deferoksamina 
DMT1 - transporter dwuwartościowych jonów metali 1 (ang. divalent metal transporter 1) 
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 
DNTB - kwas 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowy) 
dNTP - trifosforany deoksyrybonukleotydów (ang. deoxynucleoside triphosphates) 
DOX - doksorubicyna (ang. doxorubicin) 
DRI - współczynnik redukcji dawki (ang. Dose-Reduction Index) 
DSF - disulfiram 
EDTA - kwas (etylenodiamino)tetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 
EGFR - receptor czynnika wzrostu naskórka (ang. epidermal growth factor receptor) 
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ER - siateczka endoplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum) 
GLC - ligaza γ-glutamylo-cysteinowa (ang. glutamate-cysteine ligase) 
GPx - peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase) 
GR - reduktaza glutationu (ang. glutathione reductase) 
GSH - glutation (ang. glutathione) 
GSSG - disiarczek glutationu (ang. glutathione disulfide) 
GST - S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferase) 
H2O2 - nadtlenek wodoru 
HIF-1α - czynnik indukowany hipoksją 1-alfa (ang. hypoxia-inducible factor 1-alpha) 
HO1 - oksygenaza hemowa 1 (ang. heme oxygenase 1) 
HRAS - protoonkogen HARS (ang. Harvey rat sarcoma viral oncogene) 
IC50 - połowa maksymalnego stężenia hamującego (ang. half maximal inhibitory concentration) 
IL - interleukina (ang. interleukin) 
IMM - wewnętrzna błona mitochondrialna (ang. inner mitochondrial membrane) 
IRE - sekwencje reagujące na żelazo (ang. iron responsive elements) 
IRP - białka regulujące żelazo (ang. iron regulatory proteins) 
IRN - irynotekan 
JNK - kinazy MAPK fosforylujące N-koniec białka Jun (ang, c-Jun N-terminal kinases) 
LIP - pula labilnego żelaza (ang. labile iron pool) 
MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase) 
MBD - domeny wiążące jony metali (ang. metal-binding domains) 
MDA - malonylodialdehyd 
MDR - oporność wielolekowa (ang. multidrug resistance) 
MnSOD - manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang. manganese-dependent superoxide 
dismutase) 
mRNA - matrycowy RNA (ang. messenger RNA) 
MT - metalotioneina (ang. metallothionein) 
NADP/NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate) 
Ndrg1 - gen regulowany N-myc (ang. N-myc downstream-regulated gene 1) 
NF-κB - jądrowy czynnik transkrypcyjny NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) 
O2
•- - anionorodnik ponadtlenkowy (ang. superoxide radical) 
OH• - rodnik hydroksylowy (ang. hydroxyl radical) 
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OMM - zewnętrzna błona mitochondrialna (ang. outer mitochondrial membrane) 
OXL - oksaliplatyna 
PCR - reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 
PDGF - płytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor) 
PDGFR - receptor płytkowopochodnego czynnika wzrostu (ang. platelet-derived growth factor 
receptor) 
PDT - terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy) 
PI3K - 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) 
PM - błona komórkowa (ang. plasma membrane) 
PS - fotouczulacz (ang. photosensitizer) 
PTEN - gen supresorowy PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 
ten) 
Rb - białko retinoblastomy (ang. retinoblastoma protein) 
RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid) 
ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 
RR - reduktaza rybonukleotydowa (ang. ribonucleotide reductase) 
SDS-PAGE - elektroforeza w warunkach denaturujących (ang. sodium dodecyl sulfate - 
polyacrylamide gel electrophoresis) 
SOD1 - dysmutaza ponadtlenkowa 1 (ang. superoxide dismutase 1) 
STEAP – metaloreduktaza STEAP (ang. six transmembrane epithelial antigen of the prostate) 
Tf - transferyna (ang. transferrin)  
TfR1 - receptor transferyny 1 (ang. transferrin receptor 1) 
TGF-β - transformujący czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor beta) 
TNF-α - czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor alpha) 
TNG - sieć trans aparatu Golgiego (ang. trans-Golgi network) 
TP53 - gen kodujący białko p53 (ang. transcription protein 53) 
Trx - tioredoksyna (ang. thioredoxin) 
TSC - pochodne tiosemikarbazonu (ang. thiosemicarbazone) 
UPR - odpowiedź na niepoprawnie zwinięte białko (ang. unfolded protein response) 
UTR - rejon mRNA niepodlegający translacji (ang. untranslated region) 
VEGF - czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor 





I. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY 
Celem niniejszej pracy było poszukiwanie nowych chelatorów metali o potencjalnych 
właściwościach antyproliferacyjnych. Następnie, wyjaśnienie molekularnego mechanizmu 
działania aktywnych pochodnych oraz możliwości ich wykorzystania w terapiach 
ukierunkowanych na wywołanie stresu oksydacyjnego w komórkach nowotworowych. 
Ponadto, badano możliwość zastosowania pochodnych tiosemikarbazonu (TSC) jako 
adjuwantów w terapii kombinowanej ze stosowanymi fotouczulaczami w terapii 
fotodynamicznej (PDT). Zakres pracy obejmował również charakterystykę prawdopodobnego 
synergistycznego mechanizmu działania pochodnych tiosemikarbazonu z fotouczulaczami 
z grupy chloryn. 
Efektem tych prac jest wzrost zrozumienia mechanizmu działania TSC, który może 
prowadzić do identyfikacji i charakterystyki nowych celów molekularnych w leczeniu 
nowotworów dla tej klasy związków. Ponadto, charakterystyka wieloaspektowego działania 
nowych leków, może prowadzić do rozwoju innowacyjnych wielokierunkowych terapii 
celowanych. A uzyskane wyniki mogą służyć do opracowania strategii racjonalnego 
projektowania nowych związków, charakteryzujących się lepszą aktywnością 




II. CZĘŚĆ TEORETYCZNA 
1. Wstęp 
Choroby nowotworowe stanowią jeden z najpoważniejszych problemów zdrowotnych na 
świecie. Zgodnie z raportami Światowej Organizacji Zdrowia (z 2015 roku), corocznie na 
nowotwory umiera ponad 8,8 miliona ludzi, a ich udział w ogólnej liczbie zgonów szacuje się 
na ponad 13%. Plasuje to choroby nowotworowe na drugim miejscu, zaraz po chorobach układu 
krążenia [1]. Najczęściej rozpoznawanymi na świecie są rak płuc (1,82 miliona zachorowań; 
13% ogółu), piersi (1,67 milionów; 11,9%) oraz jelita grubego (1,36 milionów; 9,7%). Ponadto, 
prognozy na najbliższe lata nie są optymistyczne. Przyjmuje się, że w ciągu następnych dwóch 
dekad liczba nowych przypadków zachorowania na nowotwory wzrośnie o 70% [1,2]. Co 
więcej, pomimo rozwoju wiedzy oraz opracowania wielu leków, niektóre rodzaje nowotworów 
nadal pozostają nieuleczalne. Z kolei stosowane metody leczenia, jak chemioterapia 
charakteryzują się niską efektywnością, a także toksycznością dla szybko dzielących się 
komórek prawidłowych, co powoduje wiele niekorzystnych efektów ubocznych, w tym takich 
które mogą zagrażać życiu pacjenta [3]. Dane te pokazują konieczność poszukiwania nowych, 
skutecznych rozwiązań w walce z nowotworami, w szczególności leków o wysokim profilu 
selektywności. Co więcej, istotnym elementem tych poszukiwań jest coraz lepsze poznanie 
mechanizmów działania potencjalnych leków, co jest kluczowe dla stałego ich doskonalenia 
i stanowi jedno z najważniejszych wyzwań dla współczesnej nauki.  
 
2. Terapie celowane 
Rozwój chemii medycznej oraz racjonalnego projektowania leków jest podstawą 
nowoczesnych metod leczenia. Obecnie wiele badań w tej dziedzinie skupia się na 
mechanizmach transformacji nowotworowej, wskazując szczególną rolę cząsteczek 
zaangażowanych w progresję cyklu komórkowego oraz ścieżek transdukcji sygnałów [4]. 
Dzięki temu przez ostatnie półtora dekady opracowano wiele nowych leków skupionych na 
jednym celu molekularnym. Zaliczamy do nich inhibitory docelowych białek, które 
koncentrują się na hamowaniu działania kinaz białkowych, deacetylaz histonów czy 
proteasomów, zapobiegając aktywacji rozregulowanych szlaków sygnalizacyjnych w komórce 
[5,6]. Drugim rodzajem ukierunkowanego leczenia nowotworów są przeciwciała 
monoklonalne, których mechanizm działania polega na aktywacji odpowiedzi 
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immunologicznej (cytotoksyczność zależna od przeciwciał oraz układu dopełniacza), a także 
na aktywacji apoptozy i zahamowaniu szlaków transdukcji sygnału w wyniku zakłócenia 
interakcji ligand-receptor lub blokowania określonego receptora dla czynnika wzrostu [7,8]. 
Początkowo zastosowanie terapii ukierunkowanych na jeden cel molekularny znacząco 
poprawiło odpowiedź na leczenie. Również  w wielu typach nowotworów, które wcześniej nie 
poddawały się łatwo terapii bądź uważane były za nieuleczalne. Przykładami mogą być 
inhibitory kinazy BRAF dla czerniaka z przerzutami (Vemurafenib), z mutacją BRAF V600E 
oraz inhibitory receptora czynnika wzrostu naskórka (EGFR) dla niedrobnokomórkowego raka 
płuca (NSCLC) z obecnością mutacji aktywującej domenę kinazy tyrozynowej EGFR 
(Afatinib) [9,10]. A także, pierwszy wprowadzony do stosowania, małocząsteczkowy inhibitor 
kinazy tyrozynowej - Imatynib, który zrewolucjonizował leczenie nowotworów złośliwych, 
uzależnionych od mutacji jednej z kinaz: BCR-Abl, c-KIT lub PDGFR [11]. Jednakże dość 
szybko zaobserwowano, że istotnym ograniczeniem terapii celowanej jest samoistna lub nabyta 
oporność. Zjawisko to obejmuje również przeciwciała monoklonalne, na co wskazują ostatnie 
badania charakteryzujące mechanizmy oporności [12]. Za główne mechanizmy oporności 
w jednokierunkowych terapiach celowanych uważane są zmiany celu molekularnego poprzez 
powstałe mutacje, amplifikacje, zmieniony skład intronów w genie kodującym docelowe białko 
(splicing), aktywacje szlaków sygnalizacyjnych poniżej receptora lub zakłócenie mechanizmu 
ujemnego sprzężenia zwrotnego, a także aktywacje alternatywnych, równoległych szlaków 
sygnalizacyjnych - tzw. mechanizm „bypass” [13–15]. Te problemy, a także szybki wzrost 
zachorowalności, wymusiły opracowanie nowych strategii leczenia nowotworów. 
Obecnie w stosunku do złożonych i wieloaspektowych chorób nowotworowych coraz 
więcej uwagi zwraca rozwijane podejście polifarmakologii. Założeniem jest projektowanie 
leków, które oddziałują z wieloma celami, przez co posiadają lepszy profil  skuteczności, 
w odniesieniu do leków jednocelowych, przy zachowaniu selektywności [16]. Co więcej, 
podejście polifarmakologiczne pozwala na odkrycie nieznanych celów molekularnych dla 
istniejących leków. Podejście takie wymaga systematycznej integracji danych pochodzących 
z różnych dziedzin, w tym modelowania molekularnego, syntezy, testów farmakologicznych 
in vitro oraz in vivo, w tym  także badań klinicznych [17,18]. W rzeczywistości, okazuje się, że 
większość środków spełnia ten warunek, bowiem oprócz zasadniczego działania 
terapeutycznego posiadają one jedno lub więcej działań drugorzędowych, które są 
wywoływane przez inne niż główny cele molekularne. Jednakże, w przeciwieństwie do leków 
skupionych na wielokierunkowym działaniu, wywołują one przede wszystkim efekty 
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niepożądane w docelowych terapiach [17]. W związku z tym, lepsze zrozumienie złożonych 
interakcji pomiędzy lekami, a ich celami komórkowymi i poznanie w pełni mechanizmu 
działania, pozwala na uskutecznienie leczenia [19]. Zaletą wielokierunkowych terapii 
celowanych jest również przezwyciężenie problemu oporności na lek [16,20]. 
Biorąc pod uwagę korzyści wielokierunkowych terapii celowanych, coraz większe 
znaczenie ma umiejętność racjonalnego projektowania leków o pożądanym profilu aktywności 
biologicznej. To zadanie, stanowi wyzwanie i wymaga analizy profilu zależności między 
strukturą, a aktywnością ligandów oddziałujących z różnymi celami biologicznymi [21]. 
Przegląd przeprowadzony przez Morphy i in., wykazał, że większość ligandów 
o wielocelowym działaniu zawiera w swojej strukturze uprzywilejowany motyw strukturalny 
(ang. privileged structure) [22]. Idea struktur uprzywilejowanych zakłada, że pewne układy 
strukturalne mogą wywoływać pożądane efekty biologiczne częściej niż inne [23]. Może to 
prowadzić do dywersyfikacji efektów nawet w relatywnie kongenerycznej grupie związków. 
Od wprowadzenia pojęcia struktur uprzywilejowanych, koncepcja ta była stale rozwijana, co 
doprowadziło do wskazania kilkunastu fragmentów strukturalnych, które spełniają powyższe 
kryterium [23–25]. Wiele doniesień literaturowych do tego grona zalicza przede wszystkim 
struktury (Ryc. 1): benzodiazepiny, piperydyny, difenylotetrazolu, bifenylu, indolu [26], 
benzimidazolu [27], dihydropirydyny [28], pirymidyny [29,30], piperazyny [31,32], a ostatnio 
chinoliny [33,34] oraz 8-hydroksychinoliny [35,36]. Reasumując, ze względu na 
powinowactwo struktur uprzywilejowanych do różnych celów molekularnych, mogą one 






























Ryc. 1 Wybrane fragmenty uznane za struktury uprzywilejowane. 
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3. Rola żelaza i jego metabolizm 
Żelazo jest elementarnym pierwiastkiem, odgrywającym kluczową rolę w regulacji 
komórkowego metabolizmu oraz prawidłowym funkcjonowaniu organizmu człowieka. 
Mikroelement ten jest niezbędny w przebiegu wielu procesów prowadzących do wzrostu 
i proliferacji komórkowej, bowiem poprzez inkorporację do odpowiednich białek warunkuje 
m.in. oddychanie komórkowe, transport tlenu, wytwarzanie energii – ATP, syntezę hemu 
i DNA [37,38]. Unikatowy charakter żelaza, określa jego zdolność występowania w układach 
biologicznych, na dwóch stopniach utlenienia – Fe2+ i Fe3+. W związku z tym, może 
przyjmować i oddawać elektrony, co warunkuje jego dużą reaktywność i wyjaśnia rolę jako 
kofaktora dla wielu enzymów redoks [39]. Z drugiej strony, podwyższone stężenie tego 
składnika odżywczego katalizuje powstawanie mutagennych wolnych rodników. Te uszkadzają 
białka, lipidy, a także DNA, poprzez modyfikacje par zasad lub podwójne pęknięcia nici, co 
może również prowadzić do aktywacji onkogenów [40]. Natomiast niedobór żelaza wywołuje 
różnego rodzaju zaburzenia, które mogą skutkować zatrzymaniem cyklu komórkowego [41]. 
Wobec tych konsekwencji, stężenie żelaza w organizmie jest ściśle kontrolowane [42]. 
Wchłanianie żelaza z pokarmu następuje głównie w dwunastnicy i górnej części jelita 
cienkiego, za pośrednictwem enterocytów. Komórki te mogą absorbować żelazo występujące 
w dwóch formach, jako żelazo niehemowe (nieorganiczne) oraz żelazo w formie 
skompleksowanej z hemem [43]. Warto zauważyć, że żelazo hemowe ze źródeł mięsnych jest 
łatwiej przyswajane przez organizm, jednakże mechanizmy za to odpowiedzialnie nie są do 
końca poznane. Uważa się, że za wychwyt żelaza hemowego odpowiedzialna jest endocytoza 
kierowana receptorami [44]. Początkowo zidentyfikowano białko HCP1 (ang. heme-carrier 
protein 1) jako potencjalny transporter hemu o niskim powinowactwie [45]. Jednak kolejne 
badania w tym obszarze wykazały, że białko to funkcjonuje jako transporter o wysokim 
powinowactwie do kwasu foliowego - PCFT/HPC1 (ang. proton-coupled folate transporter) 
[46]. Wobec tego, białka pośredniczące w procesie wchłaniania hemu do enterocytów nie są 
jednoznacznie scharakteryzowane. Wewnątrz tych komórek, hem ulega degradacji do 
biliwerdyny i Fe2+ pod wpływem aktywności oksydazy hemowej 1 - HO1 (ang. oxygenase heme 
1), a następnie jony żelaza są transportowane przez ferroportynę [47]. Z kolei, żelazo 
nieorganiczne jest transportowane przez apikalną błonę komórkową enterocytu za 
pośrednictwem transportera metali dwuwartościowych DMT1 (ang. divalent metal transporter 
1) [48]. Jak wskazuje nazwa białka, może ono transportować metale znajdujące się tylko na II 
stopniu utlenienia. W związku, z występowaniem żelaza w diecie, głównie w formie utlenionej 
15 
 
- Fe3+, konieczna jest redukcja przed absorpcją. Za ten proces odpowiada oksydoreduktaza 
występująca w błonie śluzowej dwunastnicy - cytochrom b561, która wykorzystuje do redukcji 
jonów żelaza wewnątrzkomórkowy askorbinian jako donor elektronów [49]. Po konwersji, 
zredukowane żelazo w enterocytach jest wiązane przez ferrytynę, a jego nadmiar jest 
przekazywany do krwi za pośrednictwem transportera - ferroportyny, który współdziała 
z hefestyną, katalizującą ponowne utlenienie żelaza [50]. Dzięki temu, możliwe jest związanie 
w postaci kompleksu, dwóch atomów Fe3+ z transferyną (Tf), odpowiedzialną za transport 
żelaza do komórek. Na powierzchni błony komórkowej znajdują się receptory TfR1 (ang. 
transferrin receptor 1), które przyjmują dwie cząsteczki Tf-Fe, a następnie przekazują do 
wnętrza komórki na drodze endocytozy [51]. W endosomie pod wpływem niskiego pH, jony 
żelaza Fe3+ są uwalniane z kompleksu, a następnie redukowane przez metaloreduktazę STEAP3 
lub za pomocą askorbinianu [52,53]. W końcowym etapie jony żelaza Fe2+ są transportowane 
przez DMT1 do cytozolu, gdzie zasilają pulę labilnego żelaza (LIP, ang. labile iron pool) [54]. 
Występują w niej obie formy jonowe żelaza, które są związane z różnymi niskocząsteczkowymi 
ligandami, takimi jak cytryniany, fosforany, polipeptydy, nukleotydy czy cukry [55]. Żelazo 
z cytozolowej puli może być wykorzystywane do regulacji metabolizmu żelaza w komórce, 
biosyntezy hemu oraz centrów [Fe-S], stanowi także źródło dla wiązania przez ferrytynę 
i magazynowania w formie nietoksycznej [39,54]. Co więcej, warto zauważyć, że jony żelaza 
znajdujące się w LIP stanowią główny zasób dla chelatorów żelaza, które po związaniu z Fe 
mogą tworzyć redoks aktywne kompleksy [56]. Z kolei uwalnianie tego pierwiastka z LIP do 
przestrzeni zewnątrzkomórkowej odbywa się za pośrednictwem ferroportyny. Ogólny schemat 
wewnątrzkomórkowej regulacji żelaza przedstawiono na Ryc. 2.  
Zarówno metabolizm żelaza, jak i utrzymanie homeostazy wymaga precyzyjnych 
mechanizmów kontrolujących procesy wychwytu, przechowywania i uwalniania tego 
pierwiastka w komórkach. Głównymi cząsteczkami zaangażowanymi w ten proces są białka 
IRP1 i IRP2 (ang. iron regulatory protein). Wiążą się one z elementami reagującymi na żelazo 
IREs (ang. iron responsive elements), które występują w niepodlegających translacji regionach 
UTR (ang. untranslated region) 5’ lub 3’ kilku mRNA kodujących białka m.in., ferrytynę, 
receptor transferryny czy ferroportynę [57,58]. Niedobór żelaza w komórkach powoduje, że 
białka regulatorowe IRP wiążą się z sekwencjami IREs w 5’ UTR mRNA ferrytyny 
i ferroportyny blokując ich translację oraz z sekwencjami w 3’ UTR mRNA TfR1, co prowadzi 
do stabilizacji mRNA, a także dodatkowej translacji białka i wynikającego z tego zwiększenia 
wychwytu żelaza zależnego od TfR1. Z kolei w przypadku nadmiaru żelaza w komórkach, 
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następuje sytuacja odwrotna, IRP nie wiążą się z IREs, zwiększając syntezę ferrytyny 
i ferroportyny, a tym samym kierując mRNA TfR1 na drogę degradacji [41]. Warto wspomnieć, 
że innym mechanizmem regulującym wewnątrzkomórkowy poziom żelaza jest hepcydyna, 
posiadająca zdolność wiązania i kontrolowania ekspresji ferroportyny w enterocytach, 
hepatocytach oraz makrofagach [59]. Interesującym faktem jest możliwość zwiększenia 
ekspresji hepcydyny poprzez aktywację białka p53, co może umożliwić deprywację żelaza 
z komórek nowotworowych [60]. Co więcej, żelazo wpływa na aktywność białka p53 
w zatrzymaniu cyklu komórkowego, podczas gdy białko to może również regulować 
aktywność IRP oraz ekspresję ferrytyny i transferryny, prowadząc do zmniejszenia dostępności 
tego pierwiastka [61].  
 
 




3.1. Metabolizm żelaza w komórkach nowotworowych 
Zaburzenie homeostazy żelaza można rozpatrywać w różnych aspektach. Główny z nich 
dotyczy komórek nowotworowych, które charakteryzują się zmienionym metabolizmem 
żelaza, w odróżnieniu od komórek prawidłowych. Wynika to z faktu, ich zwiększonego 
zapotrzebowania na ten pierwiastek, kluczowy dla szybkiego wzrostu i namnażania [41]. 
Zwiększonym wymaganiom dla syntezy DNA towarzyszy wzrost ekspresji reduktazy 
rybonukleotydowej (RR) zależnej od żelaza [63]. Wobec tego, komórki nowotworowe realizują 
zwiększoną podaż tego pierwiastka poprzez wysoką ekspresję transferryny, a także większą 
liczbę receptorów transferyny na powierzchni komórek [64]. Szczególnie, nadekspresja TfR1 
jest obserwowana w nowotworach pęcherza moczowego, piersi, płuc, białaczki, czy glejakach 
[51]. W konsekwencji, stosowanie w terapiach przeciwciał skierowanych na TfR1 hamuje 
wzrost guza, a także jak wykazano usprawnia efektywność dostarczania leków 
przeciwnowotworowych do komórek [65,66]. Co więcej, istnieje wiele doniesień pokazujących 
korelację pomiędzy nadekspresją TfR1, a stadium zaawansowania guza [67]. Liczne badania 
wskazują również na wysoką ekspresję metaloreduktaz STEAP, które pośredniczą 
w endosomalnej redukcji jonów żelaza, w raku pęcherza moczowego, piersi, okrężnicy, płuc 
i prostaty [68].  
Kolejnymi czynnikami  odgrywającym istotną rolę w zaburzeniu metabolizmu żelaza 
są proto-onkogeny c-Myc z rodziny Myc (ang. avian myelocytomatosis viral oncogene). Ich 
zwiększona ekspresja została zidentyfikowana na szerokim panelu linii komórkowych [69]. Jak 
wykazano, w komórkach B, c-Myc może indukować ekspresję elementów IRP2, jednocześnie 
hamując ferrytynę [70]. Co więcej w raku okrężnicy wykazano wpływ c-Myc na ekspresję TfR1 
oraz DMT [71]. Innym onkogenem obniżającym ekspresję ferrytyny jest HRAS (ang. Harvey 
rat sarcoma viral oncogene). Ponadto jego aktywacja powoduje wzrost stężenia żelaza 
w cytozolowej puli labilnego żelaza, co skutkuje zwiększoną proliferację komórkową [72]. 
Z drugiej strony, zwiększony poziom ekspresji ferrytyny obserwowano w komórkach raka 
piersi czy gruczolakoraku przełyku [67,73]. Co więcej, wysokie stężenie mRNA ferrytyny 
w tkankach u chorych na raka piersi korelowało z obecnością przerzutów. Wobec tego, ocena 
ilościowa ekspresji mRNA ferrytyny, a także TfR1 może być prowadzona w celu określenia 
rokowania, a także efektu zastosowanego leczenia u pacjentów z rakiem piersi [74]. Co 
ciekawe, jak pokazują ostatnie badania poprzez obniżenie poziomu ferrytyny można zwiększyć 
wrażliwość komórek raka piersi na stosowane leczenie przy wykorzystaniu takich 
chemioterapeutyków jak, doksorubicyna czy karmustyna [73]. Przytoczone dane literaturowe, 
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pokazują istotną rolę zmian poziomu stężenia ferrytyny na postępujący proces kancerogenezy. 
Jednakże podstawowe mechanizmy molekularne odpowiedzialne za wpływ stężenia ferrytyny 
na ten proces pozostają w dużej mierze nieznane [74]. 
Podsumowując, zdolność do zmiany metabolizmu żelaza w komórkach 
nowotworowych, a także wpływ na szlaki sygnalizacji komórkowej, wydają się być 
potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych, wykorzystujących ligandy wiążące 
żelazo. Wobec tego, w ciągu ostatnich kilkunastu lat wyraźnie zaznaczył się trend 
w projektowaniu nowej klasy silnych środków antynowotworowych, jakimi są chelatory żelaza 
[75]. Istotnymi są różnice w poziomie, a także regulacji żelaza pomiędzy komórkami 
zmienionymi chorobowo, a prawidłowymi, co sprawia, że otwierają się możliwości 
projektowania selektywnych i bezpiecznych leków.  
 
3.2. Wpływ chelatacji żelaza na regulację cyklu komórkowego 
Deprywacja wewnątrzkomórkowego żelaza poprzez chelatację, może wywoływać 
z terapeutycznego punktu widzenia wiele korzystnych efektów. W pierwszej kolejności, 
chelatory żelaza mogą być wykorzystane jako inhibitory enzymu reduktazy 
rybonukleotydowej, która warunkuje syntezę DNA, poprzez redukcję rybonukleotydów do ich 
odpowiednich deoksyrybonukleotydów (dNTP). Enzym ten składa się z dwóch podjednostek 
białkowych - R1 i R2, przy czym aktywność katalityczną RR warunkuje podjednostka R2, która 
zawiera dwa atomy żelaza oraz wolny rodnik tyrozylowy. Jego destabilizacja, poprzez 
reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), skutkuje zahamowaniem 
katalitycznej zdolności enzymu [63,76]. Takie działanie, może prowadzić do zahamowania 
procesu syntezy DNA, a co za tym idzie proliferacji komórkowej. Natomiast, w efekcie 
końcowym może skutkować również wywołaniem śmierci komórkowej poprzez apoptozę. 
W tym miejscu, należy podkreślić, że dzięki wysokiej aktywności RR w komórkach 
nowotworowych jest ona niezwykle atrakcyjnym celem molekularnym dla nowych terapii 
antynowotworowych. Pierwszym obiecującym inhibitorem RR należącym do klasy chelatorów 
żelaza jest Triapina (pochodna 3-aminopirydyno-karboksyaldehydu; 3-AP). Jak wykazano 
w wielu badaniach wstępnych, związek działa hamująco na proliferację i wzrost wielu typów 
nowotworów (dokładny mechanizm działania opisano w rozdziale 6). Obecnie, Triapina 
pomyślnie ukończyła II etap badań klinicznych i ma szansę stać się nowym atrakcyjnym lekiem 
ze wskazaniem do stosowania w monoterapii oraz kombinacji z innymi cytostatykami [77]. 
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Ponadto, niski poziom żelaza w komórce wpływa na ekspresję wielu białek biorących 
udział w progresji cyklu komórkowego. Najważniejszymi regulatorami cyklu komórkowego są 
cykliny, kinazy zależne od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases, CDK), białko p53, białko 
retinoblastomy (ang. retinoblastoma protein, Rb) oraz inhibitory kinaz zależnych od cyklin 
(ang. cyclin-dependent kinase inhibitors, CDKI), takie jak p21CIP/WAF1 [63]. Kinazy wykazują 
swoją aktywność tylko we współdziałaniu z cyklinami. Zatem, CDK łączą się z cyklinami, 
tworząc heterodimery, które bezpośrednio regulują progresję cyklu komórkowego. Z kolei, 
aktywność tych kompleksów zależy od inhibitorów kinaz zależnych od cyklin [78]. Progresja 
cyklu komórkowego w fazie G1, a następnie przejście do fazy S jest częściowo kontrolowane 
przez aktywację kompleksów cyklina D1/cdk4 i cyklina E/cdk2 [79]. Co więcej aktywność 
cykliny D1 jest związana z białkiem p21CIP/WAF1, które w odpowiedzi na deprywację żelaza 
w komórkach, może indukować dwojaki efekt na regulację cyklu komórkowego. Wobec tego, 
zmniejszenie ekspresji białka p21CIP/WAF1 może prowadzić do zatrzymania cyklu komórkowego 
w fazie G1/S, gdyż stabilizuje ono kompleks cyklina D1/cdk4 [80,81]. Jednak, z drugiej strony, 
chelatory żelaza poprzez wiązanie żelaza z przestrzeni wewnątrzkomórkowej mogą zwiększać 
ekspresję białka p21CIP/WAF1, co w konsekwencji uruchamia szlaki sygnalizacyjne, kierujące 
komórki na drogę apoptozy [79,82]. Faza S w cyklu komórkowym jest regulowana przez 
cyklinę A i odpowiadające jej cdk. Z kolei białko cdc2, będące podjednostką katalityczną 
heterodimeru z cykliną B, jest odpowiedzialne za przejście do fazy G2/M cyklu komórkowego 
[63,79]. Co ciekawe, deprywacja żelaza powoduje głównie redukcję cyklin D1, D2, D3 oraz 
hamuje fosforylację białka retinoblastomy, podczas gdy ekspresja cykliny A i B jest 
zredukowana w mniejszym stopniu [83]. Wobec tego, może to wskazywać na większe 
zaangażowanie chelatorów w zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1/S niż G2/M [84,85]. 
Jednym z krytycznych regulatorów cyklu komórkowego, jest białko p53, które uczestniczy 
w punktach kontrolnych G1/S i G2/M [81]. Znane inaczej jako „strażnik genomu”, jest 
zaangażowane w reakcję na deprywację żelaza, stres komórkowy, uszkodzenie DNA poprzez 
aktywację transkrypcji wielu genów zaangażowanych w zatrzymanie cyklu komórkowego, 
stymulację naprawy DNA lub apoptozę, jeśli uszkodzenia są nieodwracalne [86,87]. Jak już 
wspomniano, białko p53 może również oddziaływać na ekspresję białek zaangażowanych 
w regulację metabolizmu żelaza - IRP, ferrytynę oraz transferynę, co prowadzi do zmniejszenia 





Ryc. 3 Efekt chelatacji żelaza na ekspresję wielu cząsteczek pośredniczących w cyklu komórkowym 
oraz indukcji apoptozy [63,79], zmodyfikowano. 
 
3.3. Gen Ndrg1 jako cel molekularny w terapiach przeciwnowotworowych 
Żelazo, poza wpływem na ekspresję białek zaangażowanych w progresję cyklu komórkowego, 
może również modulować ekspresję genu supresora przerzutowego, mianowicie genu 1 
regulowanego N-myc (ang. N-myc downstream-regulated gene 1, Ndrg1). Jak wskazują 
ostatnie badania gen ten jest dobrze znanym inhibitorem przerzutów w wielu typach 
nowotworów, takich jak rak okrężnicy, prostaty, piersi, trzustki, mózgu oraz neuroblastomy 
[88–92]. Ponadto, Ndrg1 odgrywa fundamentalną rolę w embriogenezie i rozwoju, wzroście 
i różnicowaniu komórek, biosyntezie lipidów, a przede wszystkim odpowiedzi na stres. Co 
więcej, oprócz jego podstawowej roli jako supresora przerzutowego, Ndrg1 może wpływać na 
inne etapy kancerogenezy, a mianowicie angiogenezę i pierwotny wzrost guza [88]. 
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Wobec tego, gen ten może być niezwykle istotnym celem molekularnym, ze względu 
na zdolność do regulacji i oddziaływania z wieloma ścieżkami sygnalizacyjnymi w komórkach 
nowotworowych. W ostatnich badaniach udowodniono, że Ndrg1 wyraźnie hamuje aktywację 
wielu receptorowych kinaz tyrozynowych, w tym EGFR oraz jego rodzin, HER2 i HER3, 
z których wszystkie w normalnych warunkach, aktywują wiele szlaków promujących 
proliferację, migrację komórek oraz przerzuty, takich jak, szlak kinazy białkowej AKT, TGF-
β, ROCK1/pMLC2, Ras, WNT (Ryc. 4) [93].  
 
Ryc. 4 Wpływ tiosemikarbazonów - Dp44mT i DpC na ścieżki sygnałowe związane z receptorami 
EGFR, HER2 i HER3 za pośrednictwem indukcji ekspresji genu Ndrg1 [93], zmodyfikowano. 
 
Ponadto, Ndrg1 reguluje inhibitor CDK - p21CIP/WAF1, który jak wcześniej wspomniano, może 
pośredniczyć w działaniu przeciwnowotworowym [94]. Co więcej, wiele doniesień wskazuje 
na istotną rolę Ndrg1 w regulacji wielu kluczowych szlaków sygnalizacyjnych, takich jak szlak 
PI3K/AKT, MAPK i TGF-β, odpowiadających za przemianę komórek nabłonkowych na 
mezenchymalne (EMT) oraz przerzuty. Zahamowanie tych procesów jest możliwe poprzez 
wykorzystanie zdolności tiosemikarbazonów (TSC), takich jak Dp44mT lub DpC, do 
znacznego zwiększenia ekspresji Ndrg1 [92,95,96]. Ponadto, regulacja tego genu za pomocą 
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chelatorów żelaza związana jest z wyczerpaniem zasobów wewnątrzkomórkowego żelaza, 
a także indukcją mechanizmów zależnych i niezależnych od  czynnika indukowanego hipoksją 
1 (ang. hypoxia-inducible factor 1-alpha; HIF-1α) [97]. Warto zauważyć, że skuteczność 
antyproliferacyjna chelatorów, wynika z ich wpływu na różne podstawowe cele molekularne, 
oprócz Ndrg1, również na p21CIP/WAF1, cyklinę D1 oraz enzym RR, z których wszystkie są 
zaangażowane w regulowanie proliferacji komórkowej [81,82]. 
 
3.7. Efekt chelatacji żelaza na indukcję stresu oksydacyjnego 
Wiele dotychczasowych doniesień, wykazało, że za biologicznym efektem wywołanym 
działaniem chelatorów żelaza, nie stoi tylko zdolność do wiązania żelaza, która skutkuje 
zmniejszeniem jego dostępności w zasobach LIP. Istotnym faktem, jest także możliwość 
tworzenia przez chelatory redoks-aktywnych kompleksów z żelazem, które mogą generować 
reaktywne formy tlenu [56,98]. Fundamentalną rolę w tym procesie stanowi odpowiedni atom 
donorowy w strukturze chelatora, który warunkuje zdolność całego kompleksu do uczestnictwa 
w reakcjach redoks, a także określa jego profil cytotoksyczny. Jak wykazały badania, 
występowanie „miękkich” atomów donorowych, jak azot czy siarka, determinuje tworzenie 
aktywnych kompleksów z jonami żelaza, które charakteryzują się silną aktywnością 
przeciwnowotworową. W przeciwieństwie do związków zawierających w swojej strukturze 
„twarde” atomy donorowe jak tlen, które prowadzą do tworzenia nieaktywnych redoksowo 
kompleksów, poprzez zablokowanie sfery koordynacji [99,100]. 
Reaktywne formy tlenu, powstają za sprawą związania żelaza w jego labilnej puli, gdzie 
występują obie formy jonowe tego pierwiastka - Fe2+ oraz Fe3+, które katalizują reakcje Fentona 
i Haber-Weissa (Ryc. 5).  
 




W obu tych reakcjach, zarówno nadtlenek wodoru (H2O2), jak i anionorodnik ponadtlenkowy 
(O2
•-) w obecności metalu na II stopniu utlenienia tworzy rodnik hydroksylowy (OH•). Silnie 
elektrofilowy charakter OH• sprawia, że jest on jedną z najbardziej reaktywnych cząsteczek 
w układach biologicznych. Wobec tego, jest on odpowiedzialny za powstawanie większości 
oksydacyjnych uszkodzeń cząsteczek DNA, co więcej może indukować uszkodzenia białek, 
a także lipidów [101,102]. Oksydacyjne uszkodzenia DNA obejmują utlenianie puryn 
i pirymidyn, co w konsekwencji prowadzi do pojedynczych modyfikacji zasad, całych 
nukleotydów oraz jedno- i dwuniciowych pęknięć DNA [103]. Najczęściej modyfikowana 
przez rodnik hydroksylowy jest guanina, tworząc 8-hydroksyguaninę (8-OH-G) [104]. Wiele 
danych literaturowych wskazuje na bezpośredni związek poziomu 8-OH-G z transformacją 
nowotworową guzów, a także silne zaangażowanie tego produktu utlenienia w proces 
kancerogenezy [105,106].  
Jednakże, nadmiar generowanych reaktywnych form tlenu może wpływać na regulację 
i ekspresję wielu genów, a to w konsekwencji prowadzi do wyzwolenia apoptozy [107]. Warto 
zauważyć, że w procesach odpowiedzi na stres komórkowy, takich jak hipoksja, uszkodzenia 
DNA, a także deprywacja żelaza lub wapnia, istotną rolę odgrywa gen Ndrg1 [108]. Takie 
działanie, pozwala na terapeutyczne wykorzystanie ROS w terapiach przeciwnowotworowych. 
Co więcej, dokładniejsze zrozumienie wszystkich sieci oddziaływań  między cząsteczkami 
zależnymi od stężenia wewnątrzkomórkowego żelaza może być bardzo ważnym celem 
współczesnej chemioterapii przeciwnowotworowej. 
 
4. Biochemia miedzi w komórkach 
Podobnie jak żelazo, miedź jest niezbędnym mikroelementem, wymaganym w prawidłowym 
przebiegu wielu procesów biologicznych. Pierwiastek ten, jest kofaktorem wielu enzymów 
pośredniczących w transporcie tlenu, detoksykacji reaktywnych form tlenu, sygnalizacji 
komórkowej, a także w mitochondrialnym metabolizmie żelaza [109–111]. Miedź, w układach 
biologicznych może występować na dwóch stopniach utlenienia - Cu+ oraz Cu2+. Wobec tego, 
będąc donorem i akceptorem elektronów, wykazuje silne właściwości redoks, które tym samym 
warunkują jej udział jako kofaktora w wielu reakcjach oksyredukcyjnych [112]. Jednak 
pomimo swojej znaczącej roli dla zachowania homeostazy, miedź z uwagi na wysoką 
reaktywność,  może powodować toksyczność. Miedź może również katalizować wytwarzanie 
wolnych rodników w reakcjach Fentona i Haber-Weissa, co skutkuje uszkodzeniami lipidów, 
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białek i DNA [113]. W konsekwencji, w większości miedź jest związana z białkami lub 
magazynowana, praktycznie nie występując w stanie wolnym w cytozolu [111].  Podobnie jak 
w przypadku innych metali przejściowych, jej metabolizm jest ściśle kontrolowany przez 
dobrze zorganizowany system, obejmujący wchłanianie, transport i wydalanie. 
 Miedź jest w dużym stopniu wchłaniana w jelicie cienkim oraz dwunastnicy za sprawą 
złożonego procesu, zależnego od wielu czynników. Jednak, dokładne mechanizmy regulujące 
ten proces nie są do końca poznane [114]. Ostatnie badania wskazują, że absorpcja miedzi 
wzdłuż rąbka szczotkowego mikrokosmków zachodzi głównie przy udziale nośnika 
niezależnego od ATP - transportera miedzi 1 (ang. copper transporter 1; Ctr1) [115]. Co więcej, 
w niektórych doniesieniach wykazano, że za transport tego pierwiastka odpowiadają również 
białka DMT1 oraz transporter miedzi 2 (ang. copper transporter 2; Ctr2) [116,117]. Warto 
zauważyć, że w diecie miedź występuje jako Cu2+, natomiast Ctr1 jest białkiem o wysokim 
powinowactwie do zredukowanej formy miedzi Cu+ [118]. Zatem, konieczna jest redukcja 
jonów miedzi, w której mogą pośredniczyć metaloreduktazy z rodziny STEAP, takie jak 
STEAP3 i STEAP4 lub askorbinian [115,119]. Co ciekawe, innym potencjalnym reduktorem 
jonów miedzi może być cytochrom b561, który jak wcześniej wspomniano wykazuje aktywność 
ferroreduktazy [68]. Następnie zredukowana miedź jest transportowana z enterocytów do 
krwioobiegu przez ATPazy typu P - ATP7A [120]. Należy w tym miejscu wspomnieć, że 
w obiegu pierwiastek ten występuje w formie utlenionej - Cu2+ [121]. Ponieważ w wolnej 
postaci jest silnie toksyczny, musi być związany z białkami osocza - ceruloplazminą, albuminą 
oraz w mniejszym stopniu z transkupreiną, które wykazują do miedzi (II) wysokie 
powinowactwo [120,122]. Głównym narządem odpowiedzialnym za regulację stanu miedzi w 
organizmie jest wątroba. Wobec tego, zachodzą tam mechanizmy kontrolujące dystrybucję tego 
pierwiastka do surowicy oraz tkanek, a także wydalanie jej nadmiaru do żółci [123]. Za 
transport miedzi do komórek, odpowiedzialne są wspomniane już białka osocza, które 
dostarczają Cu2+ do transporterów Ctr1 zlokalizowanych w błonie komórkowej. Przed 
wchłonięciem miedzi do komórki, znów następuje jej redukcja do jonów Cu+ poprzez 
oksydoreduktazy znajdujące się na powierzchni komórki [124]. W cytozolu, jony miedzi Cu+ 
są natychmiast związane z białkami chaperonowymi (tzw. białka opiekuńcze) [125]. Zadaniem 
chaperonów jest wewnątrzkomórkowy transport tych jonów do odpowiednich enzymów. Do 
tej pory, w komórkach ssaków zidentyfikowano trzy główne rodzaje tych białek: COX17 (ang. 
cytochrome c oxidase copper chaperone 17), ATOX1 (ang. antioxidant 1 copper chaperone) 
oraz CCS (ang. copper chaperone for Cu/Zn-superoxide dismutase). Odpowiadają one 
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odpowiednio za dostarczenie miedzi do oksydazy cytochromu c w mitochondrium, 
transporterów ATP7A i 7B w sieci trans aparatu Golgiego (ang. trans-Golgi network; TNG) 
oraz dysmutazy ponadtlenkowej SOD1 [124,126]. Co więcej, podobną funkcję pełnią dwa 
komórkowe antyoksydanty - glutation (ang. glutathione; GSH) oraz metalotioneina (MT), które 
poprzez związanie jonów Cu+ zapobiegają generowaniu reaktywnych form tlenu [127]. Co 
ciekawe, w przypadku braku białek CCS, glutation może również pełnić rolę transportera 
miedzi do SOD1 [128]. W ostatnich latach, zaproponowano nawet model, w którym to miedź 
miałaby być transportowana wzdłuż gradientu powinowactwa, od glutationu do białek 
chaperonowych, a w końcowym etapie do białek, które wykazują najwyższe powinowactwo do 
jonów miedzi [129,130]. 
 Kluczowymi regulatorami transportu oraz metabolizmu miedzi w komórce są 
transportery ATP7A i ATP7B, występujące w cysternach trans aparatu Golgiego [131]. 
Transportery te należą do rodziny wysoce konserwatywnych ATPaz typu P. Są one dużymi 
białkami z ośmioma transbłonowymi domenami oraz z długim cytoplazmatycznym N-końcem 
zawierającym sześć domen wiążących jony miedzi (MBD) [132]. Zmiana konfiguracji 
transbłonowej domeny wiążącej ATP podczas zachodzących procesów fosforylacji 
i defosforylacji, odpowiada za translokację miedzi przez błony lipidowe, co jest ważne z punktu 
jej dalszej dystrybucji w komórce, jak i również usunięcia nadmiaru [131,133]. Zarówno 
ekspresja mRNA, jak i białek ATP7A i ATP7B jest zależna od poziomu stężenia miedzi 
w komórce [134]. W związku z tym, w przypadku zwiększonego stężenia jonów Cu+ 
w środowisku wewnątrzkomórkowym następuje internalizacja transporterów ATP7A do błony 
komórkowej, a także ATP7B do pęcherzyków klatrynowych znajdujących się w cytoplazmie. 
W efekcie, takie działanie prowadzi do wydalenia miedzi z komórki [133]. Podobna sytuacja 
następuje w przypadku transporterów Ctr1, które są przemieszczane do pęcherzyków 
cytoplazmatycznych [124]. Co więcej, jak wykazały ostatnie badania, transportery miedzi Ctr2 
mogą regulować funkcję Ctr1. Albowiem, brak białka Ctr2 indukuje akumulację miedzi w 
endosomach, podczas gdy jego obecność wpływa na powstanie skróconej formy białka Ctr1 
(ang. truncated Ctr1; tCtr1), która jest pozbawiona ektodomeny wiążącej metal. W efekcie, 
może to skutkować zmniejszeniem wewnątrzkomórkowej akumulacji miedzi [135].  
 Ostatnie doniesienia literaturowe ujawniły, także powiązanie procesów regulacji 
homeostazy i metabolizmu miedzi z białkiem XIAP (ang. X-linked inhibitor of apoptosis 
protein) z rodziny inhibitorów apoptozy [136]. Jak wykazano, białko to promuje ubikwitynację 
i degradację COMMD1 (ang. Copper Metabolism gene MURR1 domain containing 1), które 
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z kolei stymuluje wypływ miedzi z komórki [137]. Ogólny schemat wewnątrzkomórkowej 
regulacji miedzi, uwzględniający jej wychwyt, dystrybucję oraz usuwanie przedstawiono na 
Ryc. 6. 
 
Ryc. 6 Wewnątrzkomórkowa regulacja miedzi [138], zmodyfikowano.  
 
4.1. Metabolizm miedzi w komórkach nowotworowych 
Znaczenie miedzi w rozwoju chorób nowotworowych jest przedmiotem badań od dziesięcioleci 
[138]. Jak już wspomniano, jej nadmiar może prowadzić do generowania reaktywnych form 
tlenu, które działają toksycznie na komórki [113]. Wiele doniesień wskazuje na znacząco 
wysokie poziomy stężenia tego pierwiastka zarówno w surowicy, jak i tkankach 
nowotworowych. Aby dobrze uwidocznić skalę problemu, warto wspomnieć, że zostało to 
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udokumentowane dla nowotworów piersi, jelita grubego, szyjki macicy, jajników, płuc, 
prostaty, żołądka oraz białaczki [139]. Stężenie miedzi w surowicy oraz tkankach u chorych na 
raka piersi oraz jelita grubego korelowało z wiekiem, a także stadium zaawansowania 
nowotworu [140–142]. Ponadto, wskazano, że stężenie miedzi w surowicy koreluje z częstością 
i obciążeniem nowotworami, a także ich zezłośliwieniem oraz nawrotem w chłoniaku 
Hodgkina, białaczce, mięsakach, raku mózgu, szyjki macicy, wątroby i płuc [143,144]. 
Istotnym jest fakt, że stężenie miedzi w surowicy jest związane ze zjawiskiem oporności na 
chemioterapeutyki, takie jak doksorubicyna, etopozyd lub 5-fluorouracyl w leczeniu 
zaawansowanego raka piersi, okrężnicy i płuc. Jak wykazały badania, pacjenci, którzy nie 
reagowali na leczenie, posiadali zwiększone poziomy tego pierwiastka w surowicy o około 130-
160% [145]. Mechanizmy odpowiedzialne za ten proces nie są poznane. Jednakże, badania na 
mysim modelu wykazały, że wzrost stężenia miedzi w surowicy jest związany ze 
zmniejszeniem jej ilości w wątrobie [146]. Wobec tego, sugeruje się, że rozkład miedzi 
w organizmie, może być zasadniczo zmieniony przez kancerogenezę. Co więcej, przytoczone 
dane wskazują, że jej poziom w surowicy może być istotnym biomarkerem obrazującym 
skuteczność leczenia, a także nawrót choroby nowotworowej [138]. 
 Wiele doniesień wskazuje na powiązanie białka ceruloplazminy z zaburzeniem 
metabolizmu miedzi w komórkach oraz procesami kancerogenezy. Jej zwiększoną ekspresję 
w surowicy scharakteryzowano w nowotworach piersi, jelita, płuc i żołądka. Istotnym faktem 
jest, że po regresji guza nowotworowego, wartości ceruloplazminy powracają do normalnego 
poziomu [147]. Efekt ten został wykorzystany do monitororowania odpowiedzi na zastosowane 
leczenie [148]. 
 Miedź odgrywa również kluczową rolę w angiogenezie, która ma podstawowe 
znaczenie w progresji choroby nowotworowej [149,150]. Proces angiogenezy obejmuje 
migrację, proliferację i różnicowanie komórek śródbłonka w celu utworzenia nowych naczyń 
krwionośnych [151]. Uczestniczą w nim czynniki stymulujące, takie jak angiogenina, czynnik 
wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor; VEGF), 
podstawowy czynnik wzrostu fibroblastów (ang. basic fibroblast growth factor; bFGF), 
transformujący czynnik wzrostu β (ang. transforming growth factor beta; TGF-β) oraz cytokiny 
- interleukiny (IL-1; -6; -8) [152]. Pierwsze doniesienia o proangiogennych właściwościach 
miedzi pochodzą z lat 70 XX wieku, kiedy to McAuslan i Reilly zaobserwowali, że sole miedzi 
mogą stymulować proliferację i migrację komórek śródbłonka - wczesnego etapu angiogenezy 
[153]. Dalsze badania przeprowadzone przez Hu, ujawniły, że dodanie miedzi prowadzi do 
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zwiększonej proliferacji ludzkich komórek śródbłonka, przy jednoczesnym braku surowicy 
i czynników wzrostu [154]. Mechanizmy molekularne, które kryją się za wywołaniem takiej 
odpowiedzi są zróżnicowane. Miedź może bezpośrednio wiązać się z angiogeniną, przez co 
zwiększa powinowactwo do komórek śródbłonka [155]. Ponadto, wykazano, że miedź jest 
kofaktorem VEGF w procesach proliferacji tych komórek [156]. Istotnym faktem jest również 
to, że pierwiastek ten może regulować ekspresję czynników wzrostu, takich jak bFGF, TNF-α, 
IL-1, IL-6, IL-8 i fibronektyny [157]. Ostatnie badania wykazały również, że miedź poprzez 
transport białkami CCS do jądra, może regulować aktywację i stabilizację kompleksu 
transkrypcyjnego HIF-1α w warunkach normalnej zawartości tlenu, co prowadzi do zmiany 
ekspresji czynnika VEGF [158,159]. Podobnie ATOX1, może przemieszczać się do jądra 
komórek, a tym samym służyć jako czynnik transkrypcyjny zależny od miedzi [160]. Ponadto, 
może regulować przebudowę naczyń krwionośnych w odpowiedzi na sygnał pochodzący od 
płytkopochodnego czynnika wzrostu (ang. platelet-derived growth factor; PDGF) [161].  
 
4.2. Miedź jako cel terapii przeciwnowotworowych 
Podwyższone poziomy stężenia miedzi obserwowane w wielu typach komórek 
nowotworowych, a także kluczowa rola tego pierwiastka w progresji oraz przerzutowaniu 
nowotworów, ma istotne znaczenie w kontekście rozwoju nowych strategii leczenia. Obecnie 
istnieją trzy główne podejścia, mające na celu modulować poziom miedzi w obrębie komórek 
i tkanek [138]. Pierwsze z nich polega na wykorzystaniu chelatorów metali do wiązania tego 
pierwiastka, a tym samym zmniejszenia jego biodostępności w komórce. Takie działanie, wiąże 
się głównie z hamowaniem zależnych od miedzi dynamicznie zachodzących procesów 
proliferacji oraz angiogenezy w komórkach nowotworowych [162]. Ponadto, wiele doniesień 
literaturowych wskazuje, że chelatory miedzi poprzez generowanie ROS mogą efektywnie 
niszczyć komórki raka jelita grubego [163]. Co więcej, proponuje się, że podobna strategia 
może być skuteczna w leczeniu nowotworów, szczególnie czerniaka z mutacjami genu BRAF 
[164]. 
Jednym z najbardziej obiecujących przykładów tej klasy związków jest 
tetratiomolibdenian (TM) (Ryc. 7). Obecnie, związek ten wszedł w kilka faz badań klinicznych 
z zastosowaniem do leczenia różnych typów nowotworów (NCT00176774, NCT00176800, 
NCT01837329) [165–168]. Z kolei, jego mechanizm działania opiera się na hamowaniu 
angiogenezy w wyniku złożonego działania na aktywność czynnika NF-κB, ekspresję VEGF 
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oraz interleukin (IL-1a, IL-6, IL-8) [169–171]. Co więcej, dla TM wykazano efekt hamujący 
wobec kinaz aktywowanym mitogenem (MEK1/2) oraz BRAF [164]. Co ciekawe, związek ten 
również wykazuje działanie jako adjuwant, w terapii skojarzonej z doksorubicyną, gdzie 
obserwowano, zmniejszenie wzrostu guza i wywołanie apoptozy w linii SUM149 raka sutka 
[172]. Innym chelatorem miedzi o podobnym mechanizmie działania, który wykazuje 
obiecujące wyniki w leczeniu glejaka wielopostaciowego, a także ukończył II fazę badań 
klinicznych jest penicylamina (NCT00003751) [165,173]. 
 Innym podejściem jest zastosowanie związków wykazujących działanie jonoforyczne, 
specyficzne dla miedzi [162,174]. Jonofory metali stanowią odrębny podzbiór środków 
chelatujących metale [175]. Podobnie jak one, wiążą jony metali tworząc kompleksy. Jednakże 
w przeciwieństwie do chelatorów, związki te ułatwiają wprowadzenie miedzi do wnętrza 
komórki, a tym samym zwiększają jej poziom w cytoplazmatycznej puli [175,176]. Takie 
działanie, może wywoływać bezpośredni efekt cytotoksyczny, poprzez generowanie 
reaktywnych form tlenu i wywołanie stresu oksydacyjnego [177].  
 Najbardziej obiecującymi związkami w tym zakresie są kliochinol - CQ (pochodna  
8-hydroksychinoliny) (Ryc. 7) oraz disulfiram - DSF (analog ditiokarbaminianu), które 
wykazują aktywność przeciwnowotworową in vitro oraz in vivo na modelu mysim [178–180]. 
Ponadto, wiele doniesień literaturowych wskazuje, że obie pochodne mogą przyczynić się do 
znacznego zmniejszenia wzrostu guza w modelu ludzkiego raka piersi oraz prostaty [181,182]. 
Warto podkreślić, że związki te są przedmiotem wielu badań klinicznych (m.in. NCT00742911, 
NCT01907165, NCT01777919) [165,183–185]. Istotnym faktem jest również selektywność 
wymienionych pochodnych wobec komórek prawidłowych [186,187]. Zjawisko to może być 
związane z ich mechanizmem działania, bowiem są one całkowicie zależne od miedzi. Ostatnie 
badania wykazały, że ligandy bez związanego metalu charakteryzują się nieznaczną 
aktywnością biologiczną [178]. Wśród wielu doniesień literaturowych dotyczących 
mechanizmu działania CQ, uwagę zwraca jego wpływ na funkcje białka XIAP [136]. Jak już 
wcześniej wspomniano, odgrywa ono istotną rolę w utrzymaniu homeostazy miedzi 
w komórce. Z terapeutycznego punktu widzenia, ciekawą obserwacją jest oddziaływanie 
miedzi z XIAP, co skutkuje zmianą jego konformacji, a tym samym zablokowaniem 
możliwości inhibicji kaspaz [188]. Z kolei, ostatnie badania wskazują na wpływ CQ na 
translokację jądrową białka XIAP, co umożliwia tym samym indukcję kaspazozależnej drogi 
apoptozy w komórkach raka gruczołu krokowego [189]. Co więcej, badania nad mechanizmem 
działania kliochinolu oraz disulfiramu w komórkach raka piersi ujawniły, że związki te pod 
30 
 
wpływem miedzi hamują aktywność proteasomów, co może wywołać aktywacje odpowiedzi 
na niepoprawnie zwinięte białka - UPR (ang. unfolded protein response), finalnie prowadzącą 
do paraptozy [190]. Podobnie, w komórkach raka piersi, na modelu in vitro oraz in vivo, 
wykazano zmniejszenie ekspresji genu supresorowego PTEN oraz serynowo-treoninowej 



















Tetratiomolibdenian (TM) Penicylamina Kliochinol (CQ) Disulfiram (DSF)
A B
Ryc. 7 Przykłady związków klasyfikowanych do grup chelatorów metali (A) oraz  
jonoforów miedzi (B). 
 
 Ostatnim podejściem wpisującym się w strategie mające na celu modulowanie stężenia 
tego pierwiastka w komórkach jest wykorzystanie związków kompleksowych, w których 
atomem centralnym jest miedź [162]. Wiele doniesień opisujących różnorodne związki 
koordynacyjne miedzi (II) zwraca uwagę na ich aktywność przeciwnowotworową, która 
wynikała z generowania ROS, interakcji z DNA, inhibicji topoizomeraz czy proteasomów 
[191,192]. Jak wykazały badania, interakcje z DNA, polegały głównie na niekowalencyjnych 
oddziaływaniach, które mogły obejmować interkalację oraz wiązanie w małym i dużym rowku 
DNA. W wielu przypadkach, interkalacja związków do DNA prowadziła do deformacji jego 
helisy, sprzyjając późniejszym procesom rozszczepiania nici [162]. Ostanie badania, wykazały, 
że procesy te następowały poprzez utlenienie nukleotydów, hydrolizę grupy fosforanowej oraz 
utlenianie deoksyrybozy. Co więcej, uważa się, że za takie działanie odpowiedzialne są 
reaktywne formy tlenu generowane na drodze reakcji Fentona [193]. Odpowiedź komórkowa 
po uszkodzeniu DNA, obejmowała aktywację mechanizmów naprawczych, a w przypadku 
nieodwracalnych uszkodzeń aktywację szlaku programowanej śmierci komórki. Garcia-
Gimenez i in., wykazał, że apoptoza w komórkach Caco-2 indukowana jest w wyniku aktywacji 
białka p53, a także zmniejszenia ekspresji Bcl-2 [194]. Z drugiej strony, wiele doniesień 
pokazuje, że nieliczne związki koordynacyjne miedzi (II) indukują apoptozę na drodze zależnej 
od kaspaz -3 i -9 [195,196]. Związane jest to ze zdolnością wielu związków do inhibicji kaspaz 
i aktywacji ścieżki od nich niezależnej, co w konsekwencji prowadzi do paraptozy [197]. 
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Podobnie, ten typ śmierci komórkowej jest wywoływany jako odpowiedź na inhibicję 
proteasomów, co związane jest z wywołaniem stresu siateczki śródplazmatycznej ER (ang. 
endoplasmic reticulum) [198].  
 
Ryc. 8 Strategie wiązania miedzi przez różne klasy związków i możliwe ich działanie w komórce 
[138], zmodyfikowano.  
 
5. Terapie oparte na wywołaniu stresu oksydacyjnego 
W ostatnim czasie coraz większym zainteresowaniem cieszy się nurt terapii oksydacyjnej, która 
wpisuje się w założenia podejścia polifarmakologicznego. Podstawą tej terapii jest zaburzenie 
równowagi pomiędzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu, a systemem ich eliminacji 
poprzez mechanizmy obronne komórki [199]. W wyniku działania czynników egzogennych, 
następuje wzmożona produkcja, a następnie akumulacja ROS, które mogą indukować 
odpowiedź komórkową. W konsekwencji dochodzi do zmiany ekspresji wielu genów, 
zatrzymania cyklu komórkowego, aktywacji czynników transkrypcyjnych, a w ostateczności 
do wyzwolenia śmierci komórkowej [107,200]. Wiele danych literaturowych wskazuje, że 
zwiększony stres oksydacyjny odgrywa kluczową rolę w różnych stanach patologicznych, 
takich jak choroby neurodegeneracyjne, nowotworowe oraz starzenie [200,201].  
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Szczególnie terapia ta może być skutecznie wykorzystywana w leczeniu chorób 
nowotworowych, bowiem łączy dwa ważne aspekty, takie jak selektywność terapeutyczną oraz 
mniejsze ryzyko lekooporności [202,203]. U podstaw tego podejścia leży obserwacja 
zwiększonego  stężenia reaktywnych form tlenu w komórkach nowotworowych w porównaniu 
z komórkami normalnymi. Różnice pomiędzy tymi typami komórek wynikają z innego profilu 
genetycznego oraz metabolicznego [204–206]. Komórki nowotworowe charakteryzują się 
podwyższonym podstawowym poziomem ROS, ze względu na zmiany aktywności 
metabolicznej, a przede wszystkim wzmożoną glikolizą tlenową (efekt Warburga) [207]. Tym 
samym, znajdując się w stanie stałego stresu oksydacyjnego posiadają zmodyfikowany system 
obrony antyoksydacyjnej, który pozwala zaadaptować się do tych warunków i uniknąć 
negatywnych skutków oddziaływania ROS (Ryc. 9) [208,209].  
 
Ryc. 9 Podstawy strategii wykorzystującej stres oksydacyjny w terapiach przeciwnowotworowych 
[205,209]. 
 
Warto w tym miejscu podkreślić, dwoistość wpływu reaktywnych form tlenu na 
metabolizm komórki. Wysoki ich poziom może wpływać na progresję cyklu komórkowego, 
wzmożoną proliferację i indukcję dalszych zmian prowadzących do transformacji komórek 
[210]. Z drugiej strony, może powodować zmiany wrażliwości komórek na czynniki 
zewnętrzne, takie jak związki cytotoksyczne i kompleksy metali [211,212]. Takie działanie 
prowadzi do utrzymania długotrwałego stresu oksydacyjnego, co w konsekwencji skutkuje 
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zniszczeniem mechanizmów adaptacyjnych [199,205]. Zatem, zastosowanie 
chemioterapeutyków, które są zdolne do generowania reaktywnych form tlenu lub zmniejszenia 
wydajności systemu antyoksydacyjnego prowadzi do przekroczenia poziomu granicznego 
ROS, powyżej którego dochodzi do aktywacji szlaków sygnałowych związanych ze stresem 
oksydacyjnym (Ryc. 9). Ich uruchomienie w ostateczności kieruje komórki na szlak 
programowanej śmierci [205,209].  
Prezentowane podejście może być skuteczną strategią eliminacji komórek należących 
do nowotworów jelita grubego, trzustki, prostaty oraz piersi, które charakteryzują się istotnie 
podwyższonym podstawowym poziomem ROS [139,213,214]. Co ważne, w wielu 
doniesieniach wykazano, że nadekspresja białek P-glikoproteiny w komórkach 
nowotworowych, a także zjawisko oporności na leki (ang. multi-drug resistance; MDR) jest 
związane ze zwiększonym poziomem ROS i zmodyfikowaną zdolnością antyoksydacyjną 
[215]. Warto podkreślić, że szczególnie wysoki poziom molekuł należących do systemu obrony 
antyoksydacyjnej, takich jak glutation (ang. glutathione; GSH) czy katalaza (ang. catalase; 
CAT) ma kluczowe znaczenie w rozwoju zjawiska oporności na leki [216–219]. Interesującym 
zagadnieniem jest pośrednictwo kinaz w indukcji procesów autofagii oraz apoptozy, które 
wskazują na ich współzależność, a także mogą zapewniać możliwości w przezwyciężeniu 
zjawiska MDR [220,221]. 
 
5.1. Stres oksydacyjny a apoptoza 
Wzmożona produkcja reaktywnych form tlenu może wpływać na regulację genów i białek 
odpowiedzialnych za kontrolę wewnątrzkomórkowego potencjału redoks [222]. Centralną rolę 
w tym systemie pełnią mitochondria, które nie tylko są głównym źródłem produkcji 
reaktywnych form tlenu, ale również posiadają rozbudowany system antyoksydacyjny (Ryc. 
10) [200,223]. Składa się on zarówno z białek enzymatycznych, m.in. dysmutazy 
ponadtlenkowej (ang. superoxide dismutase; SOD), katalazy, peroksydazy (ang. glutathione 
peroxidase; GPx) i reduktazy glutationu (ang. glutathione reductase; GR), jak i składników 
nieenzymatycznych - glutationu, tioredoksyny (ang. thioredoxin; Trx), oraz witamin C i E 
[200,224].  
Szczególną rolę w tym systemie pełnią geny, które kodują enzymy MnSOD oraz CAT. 
Pierwszy z tych enzymów jest odpowiedzialny za przekształcenie anionorodnika 
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ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru, który jest następnie eliminowany przez katalazę 
w cytozolu (Ryc. 10) [107,225]. Co ciekawe, ostatnie badania sugerują silny związek 
mitochondrialnego poziomu ROS oraz aktywności MnSOD z przejściem pomiędzy fazami 
związanymi ze stanami proliferacji i spoczynku cyklu komórkowego [226,227]. Sarsour i in, 
wykazali, że aktywność MnSOD jest wysoka w komórkach znajdujących się w fazach cyklu 
komórkowego G0/G1 i S w porównaniu z G2 oraz M [227]. Podobnie, poziom ROS wzrasta 
w fazach aktywnych cyklu komórkowego, a następnie spada w stanie spoczynku [228]. 
Związane jest to z pełnioną funkcją reaktywnych form tlenu jako cząsteczek sygnałowych, 
odpowiedzialnych za aktywację i regulację wielu ważnych procesów komórkowych, takich jak 
transdukcja sygnałów, metabolizm, proliferacja oraz apoptoza. Podwójna funkcja ROS, jako 
cząsteczek sygnałowych lub toksycznych produktów ubocznych, może wynikać z różnic w ich 
stężeniu oraz lokalizacji subkomórkowej [206,229]. Z kolei, gen i białko katalazy jak już 
wcześniej wspomniano, może wpływać na mechanizm oporności wielolekowej, a także chronić 
komórki nowotworowe przed indukowaniem apoptozy [219,230]. Prowadzi to do ogólnego 
wniosku, że oba białka są regulowane zależnie od szybkości metabolizmu komórek [227,228]. 
 
Ryc. 10 System komórkowej regulacji redoks. Skróty: PM (ang. plasma membrane) – błona 
komórkowa; OMM (ang. outer mitochondrial membrane) –zewnętrzna błona mitochondrialna; IMM 
(ang. inner mitochondrial membrane) – wewnętrzna błona mitochondrialna; MPTP - por zmiany 
przepuszczalności mitochondrialnej [206]. 
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Za główne układy redukujące i chroniące przed stresem oksydacyjnym w komórkach 
uważane są systemy oparte na glutationie i tioredoksynie [222]. Warto w tym miejscu 
podkreślić, że GSH jest największym wewnątrzkomórkowym przeciwutleniaczem, 
składającym się z trzech reszt aminokwasowych: cysteiny, glutaminy i glicyny, posiadającym 
grupę tiolową (SH), która jest odpowiedzialna za własności redukcyjne [102]. Ponadto, GSH 
pełni kluczową rolę w utrzymaniu równowagi redoks poprzez regulację stosunku form 
utlenionych glutationu GSSG do form zredukowanych GSH przy udziale NADPH [206]. 
W zdrowych komórkach i tkankach przeważającą część zasobów glutationu stanowi jego forma 
zredukowana, pozostałe 10% to forma utleniona [102]. Co istotne, w wyniku nadmiernej 
produkcji ROS indukowanej chemioterapeutykami lub kompleksami metali, dochodzi do 
nagromadzenia wolnych rodników, co skutkuje zmniejszeniem poziomu stężenia glutationu 
poprzez obniżenie zdolności redukcji GSSG do GSH [112]. W związku z następującym 
przejściem dochodzi do zwiększonej wrażliwości komórek na stres oksydacyjny, co 
w konsekwencji prowadzi do wyzwolenia apoptozy [231–233]. Interesującym faktem, jest 
udział GSH w procesie oporności na niektóre leki. Zjawisko to jest związane ze wzrostem 
poziomu GSH, a także aktywności S-transferazy glutationu (GST) i ligazy γ-glutamylocysteiny 
(GLC) [234]. Bowiem podwyższona ekspresja GST, w połączeniu z wysokimi poziomami 
GSH, może zwiększyć szybkość sprzęgania i detoksykacji chemioterapeutyków, zmniejszając 
ich efektywność [216,224]. 
Zgodnie z danymi literaturowymi, w odpowiedzi na zaburzenie wewnątrzkomórkowej 
homeostazy potencjału redoks, a tym samym wywołanie stresu oksydacyjnego,  aktywowanych 
jest wiele szlaków sygnałowych. Jednym z najważniejszych jest proapoptotyczna ścieżka 
sygnalizacyjna zależna od kinaz [235]. Aktywacja kaskady sygnałowej związanej z kinazami 
białkowymi ma kluczowe znaczenie w wykryciu stresu oksydacyjnego, a następnie 
uruchomieniu procesu transdukcji sygnałów, inicjujących reakcję komórkową. Kluczowe 
regulatory, które są aktywowane przez ROS obejmują kinazy białkowe aktywowane 
mitogenami (MAPK), kinazę 1 sygnalizującą apoptozę (ASK1), p38 i kinazy JNK [235–237]. 
Ciekawymi obserwacjami są te związane z chelatowaniem metali, szczególnie jonów żelaza. 
Badania wykazały, że chelatory poprzez generowanie ROS, mogą zwiększać fosforylację kinaz 
JNK, MAPK i p38, które w dalszej kolejności wpływają na aktywację białek p53 oraz ATF-2, 
zapobiegając ich degradacji przez proteasom [238]. Przeciwny efekt wykazano dla 
deferoksaminy (DFO), która w znaczący sposób wpływa obniżenie aktywność redoks żelaza 
(III), poprzez tworzenie z nim nieaktywnych kompleksów, a co za tym idzie brakiem 
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oddziaływania z kinazami JNK oraz p38 [238,239]. Aktywowane kinazy przeważnie indukują 
apoptozę poprzez mechanizmy, które zachodzą w mitochondriach i związane są z uwolnieniem 
cytochromu C, a następnie aktywację kaspaz -3, -7 i -9 [240]. Alternatywnie, z mitochondriów 
do cytozolu mogą być uwalniane inne czynniki takie jak, czynnik wywołujący apoptozę – AIF 
i endonukleaza - Endo G, które wywołują apoptozę niezależnie od aktywacji kaskady kaspaz 
[241]. Białka uwolnione do cytozolu ulegają translokacji do jądra komórkowego, gdzie 
zaangażowane są w procesy fragmentacji DNA (duże fragmenty - 50 tysięcy par zasad) 
i kondensacji chromatyny [242]. Z drugiej strony, kinazy JNK oraz p38 w odpowiedzi na stres 
oksydacyjny mogą przyczyniać się do indukcji autofagii [220].  
 
6. Chelatory żelaza w terapiach przeciwnowotworowych  
Rozwój badań nad chelatorami żelaza jako środkami terapeutycznymi dotychczas skupiał się 
głównie na ich zastosowaniu w leczeniu zaburzeń gospodarki żelazem. Jednakże związki te, ze 
względu na swoje interesujące właściwości mogą być niezwykle skutecznymi 
chemioterapeutykami w leczeniu chorób nowotworowych [83,243]. Do tej klasy związków 
należą przede wszystkim siderofory - substancje produkowane przez mikroorganizmy, a także 
syntetycznie wytworzone związki, takie jak deferazyroks (DEF) czy pochodne 
tiosemikarbazonu (TSC). 
 Jednym z interesujących sideroforów jest heksadentny chelator - deferoksamina (ang. 
deferoxamine) - Ryc. 11, wydzielany przez bakterie Streptomyces pilosus. Związek ten 
stosowany jest głównie w leczeniu β-talasemii [244]. DFO wykazuje wysokie powinowactwo 
do jonów Fe3+, co prowadzi do tworzenia z nim trwałych kompleksów w stosunku 1:1. Efektem 
takiego działania jest zablokowanie sfery koordynacji, a więc dostępu do centralnego jonu 
żelaza, co przyczynia się do hamowania wytwarzania reaktywnych form tlenu [245]. Wiele 
doniesień literaturowych prezentujących badania in vitro, in vivo oraz próby klinicznie 
wskazują na potencjał DFO jako środka przeciwnowotworowego. Szczególnie, dużą 
skuteczność DFO obserwowano w leczeniu nerwiaka zarodkowego oraz białaczki [246,247]. 
Jak wykazały, późniejsze badania jego mechanizm związany jest z deplecją żelaza 
komórkowego, co wpływa na aktywność RR, a tym samym na efektywność syntezy DNA 
w trakcie cyklu komórkowego [248]. Jednakże, otrzymane wyniki na modelach in vitro, nie 
przełożyły się na próby kliniczne. U pacjentów z nerwiakiem zarodkowym, tylko w jednym 
przypadku zaobserwowano 48% spadek wielkości guza [249]. Z drugiej strony, znaczną 
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odpowiedź na leczenie DFO otrzymano u pacjentów z nowotworami wątroby opornymi na 
chemoterapię [250]. Znacznym ograniczeniem skuteczności tego ligandu jest jego wysoka 
hydrofilowość, która utrudnia absorpcję z przewodu pokarmowego, a także przyspiesza jego 
metabolizm we krwi - okres półtrwania DFO w osoczu wynosi 12 minut. Natomiast iniekcja 
leku do organizmu wywołuje niepożądane skutki u większości pacjentów [251]. 








Ryc. 11 Struktura deferoksaminy – DFO 
 
Kolejnym chelatorem jest deferazyroks (ang. Deferasirox) - Ryc. 12, który jako 
pierwszy lek został zatwierdzony przez FDA do leczenia β-talasemii. W odróżnieniu od DFO, 
jest to związek wysoce lipofilowy, który kompleksuje jony żelaza w stosunku 2:1 [252]. Wiele 
doniesień wskazuje, że DEF posiada silne właściwości antynowotworowe w wielu modelach 
przedklinicznych. Co więcej, dla tego związku wskazuje się wielotorowe działanie, które nie 
tylko skupia się na chelatacji żelaza, ale również na aktywacji różnych szlaków sygnałowych 
[243]. Ostatnie badania wykazały, że DEF może indukować zatrzymanie cyklu komórkowego 
w fazie S, a także fragmentację DNA w komórkach raka wątroby [253]. W badaniach nad 
rakiem przełyku i płuc, wykazano, że deferazyroks zwiększa ekspresję genu Ndrg1 oraz białka 
p21CIP/WAF1 [254]. Z kolei, w komórkach białaczki szpikowej związek ten może indukować 
kaspazę 3 oraz wpływać hamująco na aktywność NF-κB [255]. Dalsze badania kliniczne 
u pacjentów z ostrą białaczką szpikową oporną na chemioterapię, potwierdziły skuteczność 









Ryc. 12 Struktura deferazyroksu  
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Najliczniejszą grupę w tej klasie stanowią tiosemikarbazony, które są dobrze znanymi 
związkami o bardzo silnych własnościach przeciwnowotworowych. Właściwości te 
najprawdopodobniej zawdzięczają zdolności do chelatowania jonów metali oraz generowania 
ROS [97,99,100]. Jednakże dokładny mechanizm działania TSC nie jest jeszcze w pełni 
wyjaśniony. Wiele doniesień literaturowych postuluje wielotorowy mechanizm działania dla 
tej grupy związków, który może opierać się na eliminacji żelaza z wnętrza komórki lub 
blokowania jego wychwytu z przestrzeni międzykomórkowej, co tym samym może prowadzić 
do zatrzymania cyklu komórkowego w fazie G1/S oraz hamowania aktywności RR [257,258]. 
Działanie takie może być związane z powstawaniem redoks aktywnych kompleksów TSC-Fe, 
które mogą generować reaktywne formy tlenu w reakcji Fentona [108]. Jednakże, jak już 
wcześniej wspomniano ich powstawanie jest uzależnione od występowania w strukturze 
pochodnych tiosemikarbazonu odpowiednich „miękkich” atomów donorowych [259]. Ponadto, 
najnowsze badania wskazują, że dodatek jonów metali może znacząco zwiększyć aktywność 
niektórych pochodnych TSC [260,261]. Dlatego też, obserwacje te doprowadziły do 
alternatywnej strategii wykorzystania pochodnych tiosemikarbazonu jako jonoforów 
w terapiach przeciwnowotworowych. Ponadto, Akladios i in., wskazali, że połączenie 
kompleksów TSC-Cu(II) z azinami wpływa na zaburzenie homeostazy redoks i śmierć 
komórek nowotworowych [262]. Warto zauważyć, że związki należące do tej grupy mogą być 
wysoce obiecującymi potencjalnymi lekami, jednakże niepełna wiedza na temat ich 


















Ryc. 13 Struktury pochodnych tiosemikarbazonu 
 
Pierwszym związkiem z tej grupy, który ukończył II fazę badań klinicznych jest 
Triapina (pochodna 3-aminopirydyno-karboksyaldehydu; 3-AP) (Ryc. 13). Badania nad jej 
mechanizmem działania wskazują, że w wyniku redukcji kompleksów Triapina-Fe(III) 
wytwarzane są reaktywne formy tlenu. Odpowiadają one za destabilizację rodnika 
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tyrozylowego w RR, powodując zahamowanie jej aktywności, a w konsekwencji zablokowanie 
syntezy i naprawy DNA [263]. Ponadto wykazano, że 3-AP może pośredniczyć w utlenieniu 
mitochondrialnej tioredoksyny 2 (Trx2) [264], a także askorbinianu oraz deplecji glutationu 
[265], co wskazuje jej wpływ na system antyoksydacyjny komórki. Wiele doniesień 
literaturowych, wskazuje, że związek ten jest szczególnie skuteczny w leczeniu białaczki 
L1210, raka płuca M109 i jajnika A2780 u myszy. Ponadto wykazano, że synergistyczne 
działanie 3-AP z innymi chemioterapeutykami, takimi jak cisplatyna, doksorubicyna (DOX) 
i etopozyd, skutkowało regresją guza w modelach mysich [266]. W trakcie badań klinicznych 
skuteczność 3-AP wykazano w połączeniu z gemcytabiną w leczeniu zaawansowanego 
gruczolakoraka pęcherzyka żółciowego oraz dwunastnicy [267]. Stosowany związek 
oddzielnie wykazał niewielką aktywność wobec płaskonabłonkowego raka głowy i szyi [268]. 
Kolejne dwa związki przedstawione na Ryc. 13 - Dp44mT oraz DpC należą do szeregu 
wysoce aktywnych pochodnych opartych na ketonie di-2-pirydylowym. Ugrupowanie to 
wydaje się być szczególnie interesującym układem z punktu widzenia podejścia 
polifarmakologicznego oraz koncepcji struktur uprzywilejowanych. Mianowicie, związki 
zawierające fragment di-pirydylowy mogą wykazywać zdolność do inhibicji tzw. „triady 
śmierci” (ang. triad of death) w komórkach nowotworowych. Zjawisko to skupia się na 
zmniejszeniu wzrostu guza, pokonaniu zjawiska oporności na leki oraz hamowaniu procesu 
przerzutowania [269]. Kluczowym mechanizmem działania Dp44mT oraz DpC jest zdolność 
do wiązania jonów żelaza oraz miedzi, co może wywołać efekt tzw. „podwójnego uderzenia” 
(ang. double punch). Po pierwsze, związanie wewnątrzkomórkowego żelaza powoduje 
zatrzymanie cyklu komórkowego. Po drugie, tworzenie redoks aktywnych kompleksów 
z żelazem lub miedzią, pozwala na uczestnictwo w reakcji Fentona i Haber-Weissa. Efektem 
tego jest generowanie reaktywnych form tlenu, szczególnie rodnika hydroksylowego, który 
działa cytotoksycznie na komórki [270,271]. Ostatnie, badania w grupie prof. Richardsona 
ujawniły szczególnie wysoką skuteczność kompleksu Dp44mT z Cu(II) wobec komórek 
nerwiaka zarodkowego oraz raka piersi. Jak wykazano, mogło być to związane z lokalizacją 
tych kompleksów w lizosomach, które w wyniku wysokiej aktywności redoks, indukowały 
stres oksydacyjny prowadzący do uszkodzenia błony lizosomów i uwolnienia katepsyn do 
cytozolu. Z kolei, takie działanie prowadziło do aktywacji mitochondrialnego mechanizmu 
wyzwolenia apoptozy [271]. Ponadto, jak się okazało akumulacja związków Dp44mT oraz 
DpC w lizosomach pozwoliła im uniknąć zjawiska MDR, a tym samym wydalenia z komórki. 
Co więcej, najnowsze badania wskazały na wzrost aktywności tych pochodnych w komórkach 
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z nadekspresją P-glikoproteiny [272]. Jak już wspominano wcześniej, obie pochodne poprzez 
wpływ na ekspresję genu Ndrg1, mogą regulować wiele ścieżek sygnałowych w komórkach 
[93]. W związku z tym, wielocelowany mechanizm działania Dp44mT przedkłada się na jego 
wysoką aktywność względem ponad 28 nowotworowych linii komórkowych, m.in. białaczki, 
szpiczaka mnogiego, raka piersi. Ponadto, badania na komórkach normalnych krwi, 
fibroblastów oraz nabłonkowych sutka wskazały na selektywność tej pochodnej [273–275]. 
Podobnie, w badaniach in vivo związek ten wykazał silne właściwości hamujące wzrost litych 
guzów. Jednakże, badania prowadzone na modelu zwierzęcym ujawniły również 
kardiotoksyczność, która zdyskwalifikowała Dp44mT z dalszych badań klinicznych [275]. 
Z kolei DpC, jak ujawniły badania na wielu modelach in vitro oraz in vivo, wykazuje o wiele 
wyższą skuteczność oraz tolerancję niż jego poprzednik I-szej generacji [276]. Najnowsze 
doniesienia wskazują na szczególną skuteczność DpC względem ludzkiego raka trzustki na 
modelu in vivo, wyższą niż stosowany obecnie lek - gemcytabina [82]. Ponadto, dobra 
tolerancja na lek podany drogą dożylną oraz doustną, brak większych efektów ubocznych 
w optymalnych dawkach, a także dobry profil farmakokinetyczny sprawiły, że DpC w 2016 
roku wszedł w I fazę badań klinicznych (NCT02688101) [269]. 
Innymi fragmentami strukturalnymi, szczególnie interesującymi w kontekście 
projektowania nowych pochodnych TSC to chinolina oraz 8-hydroksychinolina (8-HQ). Oba 
te fragmenty należą do grona struktur uprzywilejowanych. Ich właściwości opierają się głównie 
na silnych zdolnościach do chelatowania jonów metali, takich jak miedź, żelazo, cynk, kobalt 
czy nikiel. Dodatkowo, liczne badania dotyczące mechanizmów działania związków 
zawierających w swojej stukturze motyw chinolinowy pokazują ich wysokie powinowactwo 
do różnych celów molekularnych [34,36]. Jak pokazują liczne dane literaturowe, wysoka 
aktywność biologiczna chinoliny, jak i jej pochodnych jest związana z chelatowaniem redoks 
aktywnych jonów metali [277–279]. W przypadku 8-hydroksychinoliny jony metali mogą być 
koordynowane przez atom tlenu oraz atom azotu pierścienia chinoliny [174]. Takie działanie 
skutkuje generowaniem ROS, w tym rodnika hydroksylowego, anionorodnika 
ponadtlenkowego, czy też tlenku azotu [278,280]. Ponadto, ostatnie badania nad mechanizmem 
działania kliochinolu, który jest pochodną 8-HQ, ujawniają jego silne właściwości 
jonoforyczne względem miedzi w komórkach nowotworowych. Dodatkowo, inne badania 
pokazują wpływ jonów miedzi i cynku na działanie CQ względem inhibicji dysmutazy 
ponadtlenkowej [281]. Podobnie, benzyloamidy oparte na 8-HQ mogą oddziaływać z tiolami 
i białkami, wywołując zmiany ekspresji różnych genów związanych ze stresem oksydacyjnym 
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[282]. Z drugiej strony, innym możliwym mechanizmem działania, charakteryzującym 
większość planarnych związków aromatycznych, takich jak chinolina, jest interakcja z DNA. 
Kompleksy z metalami mogą odwracalnie wiązać się z DNA poprzez oddziaływania 
niekowalencyjne, takie jak wiązanie elektrostatyczne, wiązanie do dużego rowka oraz 
interkalację. Obecnie uważa się, że to interkalacja związków pomiędzy zasady DNA jest 
odpowiedzialna za wywołanie efektu przeciwnowotworowego [283]. Wobec tego, wszystkie te 
przesłanki skłaniają do przeświadczenia, że połączenie fragmentu chinolinowego 
z ugrupowaniem tiosemikarbazonu może zwiększyć zdolność do kompleksowania jonów 








III. BADANIA WŁASNE 
1. Aktywność antyproliferacyjna in vitro badanych pochodnych tiosemikarbazonu 
Eksperymenty przeprowadzone w ramach przygotowania niniejszej pracy zostały wykonane 
w Zakładzie Fizyki Ciała Stałego, Śląskim Międzyuczelnianym Centrum Edukacji i Badań 
Interdyscyplinarnych Uniwersytetu Śląskiego. Analizie biologicznej poddano szereg 
pochodnych tiosemikarbazonu zaprojektowanych i zsyntezowanych w Zakładzie Chemii 
Organicznej Uniwersytetu Śląskiego. Przeważającą część z nich, stanowią nowe pochodne TSC 
syntezowane przez mgr Martę Rejmund (związki o kodowaniu MR) w ramach pracy 
doktorskiej prowadzonej pod kierownictwem prof. Jarosława Polańskiego. Co więcej, 
w niniejszej rozprawie doktorskiej ujęto szereg najbardziej aktywnych pochodnych opartych 
na fragmentach ketonu di-2-pirydylowego oraz chinoliny, które zostały zsyntezowane przez 
dr inż. Macieja Serdę (związki o kodowaniu MS) i były przedmiotem jego pracy doktorskiej 
pod tym samym kierownictwem [285].  
 Analizę cytotoksyczności dla wszystkich nowych pochodnych przeprowadzono wobec 
komórek raka jelita grubego linii HCT116 typu dzikiego (HCT116 p53+/+), a także komórek 
z nokautem genu TP53 (HCT116 p53-/-), stosując model 72-godzinny. Wybór powyższych linii 
komórkowych, wiąże się z uwarunkowaniem nowotworów okrężnicy do zwiększonego poboru, 
a także metabolizmu żelaza [286]. Co więcej, obserwuje się również zależność ekspresji 
ferrytyny, kompleksującej jony żelaza (III) od statusu białka p53 [61]. Dla najbardziej 
aktywnych nowych związków, wykonano również ocenę cytotoksyczności wobec komórek 
nowotworów mózgu (linie U-251 oraz Hs 683) i piersi (MCF-7). Linia komórkowa MCF-7 
została wybrana do badań, ze względu na wysoką częstotliwość zachorowań na ten typ 
nowotworu złośliwego oraz  silne powiązanie zwiększonego metabolizmu żelaza i miedzi 
w progresji, zezłośliwieniu oraz przerzutowości nowotworów piersi [287,288]. Z drugiej 
strony, jednymi z najbardziej agresywnych nowotworów są guzy mózgu. W ich przypadku, nie 
ma skutecznych metod leczenia, a prognozy po stosowanych terapiach są na ogół złe. Średni 
czas przeżycia przy zastosowaniu terapii skojarzonej nie przekracza 2 lat [289]. Również, warto 
podkreślić, że w linii komórkowej U-251 obserwuje się mutację punktową w białku p53 
(R273H), polegającą na substytucji argininy w pozycji 273 na aminokwas histydynę, co 
skutkuje zmianą funkcji tego białka [290]. Jest to szczególnie istotne, z terapeutycznego punku 
widzenia. Obecne dane literaturowe pokazują, że w ponad 50% przypadków nowotworów 
stwierdzono mutację w genie TP53, co często powiązane jest ze zjawiskiem oporności na 
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chemioterapię [291]. Interesującym faktem jest, że nowotwory mózgu charakteryzują się 
zmienionym metabolizmem żelaza, a w konsekwencji również podatnością na leczenie 
chelatorami żelaza [292]. Ostatnie badania na modelu linii komórkowej U-251 pokazują 
obiecujące wyniki w przypadku stosowania DFO, jak i deferypronu [293]. Jednakże, pomimo 
uzyskanych obiecujących rezultatów, nadal brakuje raportów na temat aktywności 
i zastosowania pochodnych TSC w leczeniu tego typu nowotworów. Jednocześnie DFO 
z uwagi na niekorzystne parametry farmakokinetyczne nie będzie dobrym lekiem do 
stosowania w przypadku nowotworów mózgu.  Z punktu widzenia, zastosowania związków 
cytotoksycznych w terapiach, szczególnie istotny jest wysoki profil selektywności wobec 
komórek prawidłowych. Dlatego, też dla wszystkich aktywnych pochodnych TSC dokonano 
oceny toksyczności wobec komórek prawidłowych ludzkich fibroblastów - linia NHDF. 
Oznaczenia w tym zakresie, wykonano przy pomocy testu MTS, który jest 
kolorymetryczną metodą detekcji proliferujących komórek. Test ten opiera się na zdolności 
enzymu - dehydrogenazy mitochondrialnej do przekształcenia pochodnej tetrazolowej do 
formazanu. Ilość powstającego w reakcji produktu jest oznaczana spektrofotometrycznie oraz 
proporcjonalna do ilości metabolicznie aktywnych komórek. Na tej podstawie, możliwe jest 
wyliczenie wartości IC50, czyli stężenia które powoduje 50% zahamowanie wzrostu populacji 
komórek. W poniższych tabelach 1-13, przedstawiono otrzymane wartości stężeń IC50 dla 
wszystkich zbadanych TSC, które pogrupowano pod względem strukturalnym. Dla ułatwienia 
zastosowano wizualizację poziomu aktywności przy pomocy kolorów. Pochodne, które 
charakteryzują się silnym działaniem antyproliferacyjnym (IC50 < 1 μM ) oznaczono kolorem 
czerwonym, te o umiarkowanej aktywności (IC50 w zakresie 1 - 10 μM) kolorem żółtym, 
a związki zaklasyfikowane jako słabo aktywne (IC50 > 10 μM) - kolorem szarym. Związki 
o IC50 przekraczającym 25 μM uznano za nieaktywne. Z kolei, związki referencyjne dla 
konkretnych serii pochodnych TSC oznaczono w tabelach czcionką pogrubioną. 
Pierwszą serię opisywanych związków stanowiły pochodne oparte na fragmencie 
chinoliny. Wyniki dla tej grupy przedstawiono w tabeli 1. Najbardziej aktywnymi nowymi 
związkami wśród tej serii okazały się pochodne MR95, MR96 oraz MR12K zawierające w swej 
strukturze układ trifluorometylowy dołączony do terminalnego pierścienia aromatycznego. 
Związki te wykazywały wysoką aktywność wobec wszystkich badanych linii komórek 
nowotworowych. Najwyższą skuteczność w przypadku linii HCT116 typu dzikiego 
odnotowano dla pochodnej MR12K, dla której wyliczona wartość IC50 wynosiła 0,107 μM. Dla 
pozostałych dwóch pochodnych MR95, MR96 obserwowano nieco mniejszy poziom 
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aktywności, gdzie wyliczone stężenie IC50 wynosiło odpowiednio 0,139 μM oraz 0,183 μM. 
Odmienną sytuację odnotowano w przypadku linii raka jelita grubego z nokautem genu TP53. 
Dla pochodnej MR95 obserwowano specyficzność względem tej linii komórkowej, 
w przeciwieństwie do MR96 oraz MR12K. Mianowicie, analog MR95 wykazywał ok. 2-
krotnie wyższą skuteczność wobec HCT116 p53-/- niż wobec komórek typu dzikiego. Na 
podstawie analizy cytotoksyczności tej serii związków, można wysnuć wniosek, że przyczyną 
utraty selektywności wobec linii komórkowej z nokautem genu TP53, może być podstawienie 
terminalnego pierścienia aromatycznego atomami chloru, co obserwowano w przypadku 
pochodnych MR12K oraz MR97. W przypadku linii komórkowej nowotworu piersi, można 
zaobserwować wysoką aktywność biologiczną wszystkich halogenowanych pochodnych 
(MR95, MR96, MR97, MR5K3, MR12K), dla których wyliczony parametr IC50 osiągał 
wartość w zakresie 0,066 μM - 0,083 μM. Z kolei, ciekawą zależność można zauważyć 
w przypadku analizy cytotoksyczności tych pięciu pochodnych wobec obu linii nowotworu 
mózgu - U-251 oraz Hs 683. Mianowicie, fluorowcowane pochodne (MR95, MR96, MR5K3, 
MR12K) osiągały znacznie wyższą aktywność antyproliferacyjną wobec tych linii 
komórkowych niż pochodna MR97, której terminalny pierścień aromatyczny podstawiony jest 
dwoma atomami chloru. Jest to szczególnie widoczne, w przypadku linii glejaka Hs 683, 
ponieważ osiągnięcie tego samego efektu jak w przypadku fluorowcowanych pochodnych było 
możliwe dopiero przy zastosowaniu ponad 26 razy większego stężenia (MR97 w porównaniu 
do MR12K). Z kolei, uzyskanie takiego samego efektu jak najskuteczniejsza pochodna MR95, 
było możliwe przy zastosowaniu ponad 39 razy większego stężenia. Obserwowana wysoka 
aktywność pochodnych MR95, MR96, MR5K3, MR12K wobec komórek nowotworowych jest 
związana z występowaniem w ich strukturze atomu fluoru, który istotnie zmienia parametry 
fizykochemiczne, wpływając na zwiększenie lipofilowości oraz obniżenie pKa cząsteczki 
[294]. Ponadto, wprowadzenie fluoru do cząsteczki może poprawić jej stabilność metaboliczną, 
a także zazwyczaj zwiększa powinowactwo wiązania z docelowymi białkami [295]. Kolejnym 
ciekawym analogiem jest pochodna MR3K3, która charakteryzuje się najwyższą aktywnością 
wobec komórek ze zmienionym statusem białka p53. Obserwowano dla niej ponad 16-krotnie 
większą skuteczność wobec HCT116 p53-/- niż wobec komórek typu dzikiego. Wyliczone 
wartości IC50 wynosiły 0,065 μM dla linii HCT116 p53-/- oraz 0,046 μM dla linii komórek 
glejaka U-251, z mutacją punktową w sekwencji białka p53. Z kolei, jej analog MR9K2 
z dołączoną grupą nitrową wykazywał ponad 23-krotnie większą skuteczność wobec linii 
HCT116 p53-/- niż typu dzikiego. Jednakże, wobec linii U-251 był słabo aktywny. Co więcej, 
MR3K3 wykazywał 2-krotnie wyższą skuteczność wobec komórek linii MCF-7 niż jego 
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halogenowane analogi. Jednakże, pochodna ta obok MR5K3 wykazywała również wysoką 
toksyczność wobec prawidłowych komórek ludzkich fibroblastów. Pozostałe pochodne z tej 
serii charakteryzują się dość wysoką selektywnością wobec komórek prawidłowych. Na 
szczególną uwagę zasługuje pochodna MR12K, która odznaczała się wysokim indeksem 
terapeutycznym 209 dla linii komórek HCT116 p53+/+, 231 dla HCT116 p53-/- oraz 270 dla 
MCF-7. Również, w przypadku linii raka piersi, pochodne MR95-97 posiadały wysoki indeks 
terapeutyczny. W porównaniu ze związkiem MS179 dla którego aktywność wobec komórek 
HCT116 oraz NHDF została opisana w pracy [296], nowe analogi odznaczały się o wiele 
wyższą skutecznością wobec komórek z nokautem genu TP53. Ponadto dla pochodnej MS179 
wykonano dodatkowe oznaczenie wobec komórek raka piersi stosując model 96-godzinny. 
Obliczona wartość IC50 dla tej linii komórkowej wynosiła 0,219, a zarazem była wyższa niż 
większości nowo zsyntezowanych pochodnych MR wobec komórek linii MCF-7. 
 



























































































































































a Oznaczenia na liniach HCT116 oraz NHDF po 96-godzinnej aplikacji z badanymi pochodnymi TSC zostały 
przeprowadzone przez dr Annę Mrozek-Wilczkiewicz i stanowiły przedmiot jej rozprawy doktorskiej [296]. 
 
Wyniki dla kolejnej kongenerycznej grupy pochodnych 8-hydroksychinoliny 
przedstawiono w tabeli 2. W poprzednich pracach, zaprojektowano i otrzymano sporą grupę 
pochodnych z fragmentem 8-hydroksychinoliny, którą opisano głównie pod kątem działania 
antyproliferacyjnego względem komórek raka jelita grubego linii HCT116 [259,285,296]. 
Związki takie wykazywały interesujące właściwości antyproliferacyjne, jednakże synteza 
takich układów jest znacznie trudniejsza z uwagi na reaktywność grupy 8-OH. Z tego względu 
do oznaczeń uzyskano jedynie MR27 jako nową pochodną – z dołączoną grupą nitrową do 
terminalnego pierścienia aromatycznego. Analiza cytotoksyczności wobec obu linii komórek 
HCT116, ujawniła słabą aktywność biologiczną tej pochodnej. W porównaniu z jej analogiem 
MR9K2 opartym na fragmencie chinoliny, osiągnięcie tego samego efektu było możliwe 
dopiero przy zastosowaniu ponad 2 razy większego stężenia w przypadku linii HCT116 p53+/+, 
oraz ponad 38 razy większego stężenia w przypadku linii z nokautem genu TP53. Z tego, też 
względu zaniechano dalszych oznaczeń na innych badanych liniach nowotworowych. Warto 
jednak zauważyć, że w odróżnieniu od analogu w serii chinoliny, MR27 wykazywał niską 
toksyczność wobec komórek prawidłowych fibroblastów. Ponadto, przeprowadzono 
dodatkową charakterystykę dwóch najbardziej obiecujących pochodnych MS wobec komórek 
raka piersi, utrzymując jednak model 96-godzinny dla spójności wyników1. W przypadku 
                                                 











pochodnej MS168 zawierającej w swej strukturze fragment morfoliny, obserwowano jedną 
z najwyższych aktywności biologicznych wśród wszystkich badanych analogów w tej pracy. 
Wyliczona wartość IC50 wynosiła 0,011 µM. Podobny choć nieco mniejszy poziom aktywności 
wykazywała pochodna MS181. Obie pochodne ze względu na niską toksyczność wobec 
komórek prawidłowych wykazywały wysoki indeks terapeutyczny. W przypadku linii MCF-7 
wyniósł on odpowiednio  - 976 oraz - 377. Najwyższy indeks terapeutyczny (2800 dla komórek 
linii HCT116 typu dzikiego) wśród badanych związków wykazywała pochodna z fragmentem 
morfoliny. 
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a Oznaczenia na liniach HCT116 oraz NHDF po 96-godzinnej aplikacji z badanymi pochodnymi TSC zostały 
przeprowadzone przez dr Annę Mrozek-Wilczkiewicz i stanowiły przedmiot jej rozprawy doktorskiej [296]. 
 
Interesujące aktywności uzyskane dla niektórych pochodnych  chinoliny zainspirowały 
syntezę ich analogów opartych na strukturze chinoksaliny. Dodatkowy atom azotu 
w pierścieniu heteroaromatycznym może znacząco modyfikować zdolność do kompleksowania 
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przeprowadzone przez dr Annę Mrozek-Wilczkiewicz i stanowiły przedmiot jej rozprawy doktorskiej [296]. 
 
Spośród dwóch nowo zsyntezowanych związków, bardziej aktywna okazała się pochodna 
MR4K4 z dołączonymi atomami chloru do terminalnego pierścienia aromatycznego. 
Szczególnie wysoką aktywność MR4K4 obserwowano w stosunku do linii z unieczynnionym 
genem TP53 (IC50 = 0,293 μM). Porównując, aktywność biologiczną z komórkami typu 
dzikiego, wykazano ponad 3,5-krotnie wyższą skuteczności MR4K4 wobec mutantów. Warto 
zauważyć, że związek ten wykazywał znacznie wyższy poziom aktywności biologicznej wobec 
obu komórek linii HCT116 niż jego niepodstawiony analog MS187 (związek referencyjny). 
Pochodna MR4K4 charakteryzowała się wysoką aktywnością antyproliferacyjną wobec 
komórek raka piersi. Jednakże, porównując go z MR97 opartym na fragmencie chinoliny, 
można zauważyć ponad 7-krotnie słabszą skuteczność wobec komórek linii MCF-7. Z drugiej 
strony, pochodna oparta na fragmencie chinoksaliny osiągała znacznie lepszą aktywność wobec 
komórek glejaka Hs 683. Związek MR6K2 należący do tej serii, ze względu na swoje 
umiarkowane właściwości antyproliferacyjne został scharakteryzowany tylko wobec komórek 
linii HCT116. Jak wcześniej podkreślono, ze względu na rozbudowaną bibliotekę związków, 
dodatkowe oznaczenia przeprowadzono tylko dla pochodnych wysoce aktywnych (IC50 < 1 
μM). W stosunku do swojego analogu z grupy pochodnych opartych na chinolinie (MR3K3), 
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wykazuje o wiele słabszą aktywność biologiczną wobec komórek nowotworowych. Co 
ciekawe, obie nowo zsyntezowane pochodne należące do badanej serii wykazują niską 
toksyczność wobec komórek prawidłowych. 
Kolejną grupą badanych związków są pochodne oparte na ketonie di-2-pirydylowym, 
dla których wyniki przedstawiono w tabeli 4. Związkiem referencyjnych dla tej grupy 
pochodnych jest Dp44mT, który oznacza się wysoką aktywnością antyproliferacyjną 
w badaniach in vitro oraz in vivo [82,100,275]. Nowe analogi należące do tej grupy otrzymano 
poprzez substytucję terminalnego atomu azotu pierścieniem piperazyny. Wszystkie związki 
odznaczały się wysoką aktywnością biologiczną wobec badanych linii komórek 
nowotworowych. Wyjątek stanowiła pochodna MR19 zawierająca w swej strukturze grupę 
nitrową, która okazała się znacząco mniej skuteczna wobec linii HCT116 p53+/+, dla której 
wyliczona wartość IC50 wynosiła 3,2 μM. Obecność grupy nitrylowej w tej samej pozycji 
pierścienia aromatycznego w przypadku pochodnej MR31, skutkowała ponad 14-krotnym 
zwiększeniem aktywności biologicznej wobec tych komórek. Ponadto, pochodna ta była 
wysoce aktywna wobec komórek linii MCF-7, gdzie wyliczona wartość IC50 wynosiła 0,034 
μM. Interesujący jest wpływ TSC należących do tej grupy na aktywność biologiczną wobec 
komórek raka jelita grubego z nokautem genu TP53. Szczególnie, dla pochodnych MR18, 
MR19 oraz MR31 obserwowano od 12 do 22 razy większą skuteczność wobec HCT116 p53-/- 
niż wobec komórek typu dzikiego. Pochodna MR18 zawierająca w swej strukturze dwa atomy 
chloru okazała się również najaktywniejsza w tej grupie wobec obu linii komórek glejaka -  
U-251 oraz Hs 683. Co ciekawe, odmienna sytuacja miała miejsce w przypadku 
odpowiedników w seriach chinoliny oraz chinoksaliny (MR97 oraz MR4K4). Interesującym 
jest fakt, że wszystkie nowe pochodne z tej serii badanych analogów wykazują niską 
toksyczność wobec komórek prawidłowych fibroblastów. Wysoki indeks terapeutyczny 
obserwowano w przypadku pochodnej MR18 - 836 oraz MR31 - 666 w stosunku do komórek 
linii HCT116 p53-/-. Z drugiej strony, efekt ten jest przeciwny do opisanych w poprzednich 
pracach pochodnych MS154, MS199 oraz MS200 [259,285,296]. Wymienione pochodne mimo 
odznaczającej się aktywności na poziomie nanomolowym wobec komórek linii HCT116, 
wykazywały wysoką toksyczność wobec komórek linii NHDF. Wyjątkiem jest związek 
referencyjny - Dp44mT, który uzyskał bardzo wysoki indeks terapeutyczny w stosunku do 
wszystkich badanych linii nowotworowych - 10986 (HCT116 p53+/+), 2902 (HCT116 p53-/-) 
oraz 38450 (MCF-7). Co ważne, w stosunku do ostatniej z wymienionych linii - MCF-7, 
pochodna Dp44mT wykazywała najwyższą aktywność antyproliferacyjną. Wyliczona wartość 
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IC50 wynosiła 0,0004 μM. Można również zauważyć, że pozostałe pochodne MS, odznaczały 
się znacznie wyższym poziomem aktywności biologicznej wobec komórek raka jelita grubego 
niż nowo syntezowane analogi MR. Z kolei, w przypadku komórek raka piersi, różnica ta nie 
była tak zauważalna (Tabela 4 oraz Tabela 14).  
 






















































































































a Oznaczenia na liniach HCT116 oraz NHDF po 96-godzinnej aplikacji z badanymi pochodnymi TSC zostały 









Spośród wszystkich zbadanych serii z pojedynczym pierścieniem zdecydowanie 
wyróżniała się grupa pochodnych opartych na pirydyno-2-karboksyaldehydzie. Wyniki dla 
trzech związków należących do tej grupy przedstawiono w tabeli 5. 
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a Oznaczenia na liniach HCT116 oraz NHDF po 96-godzinnej aplikacji z badanymi pochodnymi TSC zostały 
przeprowadzone przez dr Annę Mrozek-Wilczkiewicz i stanowiły przedmiot jej rozprawy doktorskiej [296]. 
 
Najbardziej aktywnym związkiem w tej serii okazała się pochodna MR49, która wykazuje 
wysoką skuteczność wobec wszystkich badanych linii nowotworowych. W przypadku linii 
HCT116 typu dzikiego, wartość IC50 dla tej pochodnej wynosiła 0,172 μM. Jednocześnie 
pochodna MR49 wykazywała wysoką selektywność wobec komórek z nokautem genu TP53, 
gdzie IC50 wynosiło 0,014 μM, czyli ponad 12-krotnie mniej niż w przypadku komórek 
HCT116 p53+/+. Co więcej, analiza cytotoksyczności ujawniła, wysoką aktywność tej 
pochodnej wobec komórek linii U-251, które charakteryzowały się mutacją białka p53. 
Obliczona wartość IC50 dla tej linii komórkowej wynosiła 0,021 μM. Porównując te dane do 




pochodnej MR49. Podobnie, wysoką aktywnością wobec komórek U-251 charakteryzuje się 
pochodna MR50 z dołączoną grupą nitrową do terminalnego pierścienia aromatycznego. 
Wartość IC50 w przypadku tej linii wynosiła 0,036 μM. Pochodna ta wykazuje również wysoki 
poziom aktywności wobec mutantów HCT116, osiągając ponad 29-krotnie wyższą skuteczność 
niż w przypadku komórek typu dzikiego. Co więcej, obie pochodne MR49 i MR50 wykazują 
zbliżoną aktywność w stosunku do komórek raka piersi, jednak o wiele wyższą niż ich 
odpowiedniki w serii analogów chinolinowych (MR5K3, MR9K2). Związek MR48 wykazuje 
nieco mniejszą aktywność wobec badanych linii nowotworowych. W przypadku linii HCT116 
typu dzikiego oraz Hs 683, pochodna MR48 wykazywała umiarkowany poziom aktywności 
biologicznej. W rzeczywistości, wobec linii komórek glejaka Hs 683 tylko pochodna MR49, 
osiąga wartość IC50 na poziomie 0,509 μM. Co istotne, wszystkie badane pochodne 
wykazywały wysoką selektywność wobec komórek prawidłowych NHDF. Dla pochodnej 
MR49 wyliczony indeks terapeutyczny wynosił 1812 dla komórek HCT116 p53-/-, 1667 dla 
MCF-7 oraz 1168 dla U-251. Z kolei, pochodna MR50 bardzo wysoki indeks terapeutyczny 
(1302) osiąga dla linii komórek raka jelita grubego z nokautem genu TP53. Ponadto, pochodne 
należące do tej grupy związków wykazują niższy poziom aktywności biologicznej 
w porównaniu do związku referencyjnego - Dp44mT zawierającego fragment di-pirydylowy 
(Tabela 5 oraz Tabela 14). Zatem, można wysunąć ogólny wniosek, że brak jednej grupy 
pirydylowej w strukturze TSC powoduje obniżenie aktywności antyproliferacyjnej wobec 
badanych linii nowotworowych. 
Kolejną badaną serią była grupa pochodnych 3-aminopirydyno-karboksyaldehydu. 
Związkiem referencyjnym dla tej grupy jest Triapina, pierwszy inhibitor RR, który ukończył II 
fazę badań klinicznych. Liczne badania literaturowe wskazują, że α-N-heterocykliczne 
pochodne TSC charakteryzują się zdolnością do chelatowania jonów Fe3+ oraz tworzenia z nimi 
kompleksów, które w wyniku redukcji tworzą ROS, wpływając w wysokim stopniu na zdolność 
katalityczną enzymu RR [297]. Przewiduje się, że nowe analogi 3-AP mogą charakteryzować 
się podobnym mechanizmem działania jak wcześniej analizowane pochodne TSC. Warto 
bowiem zauważyć że, mechanizm działania wysoce aktywnych pochodnych di-pirydylowych, 
takich jak Dp44mT, opiera się głównie na generowaniu cytotoksycznych ROS po związaniu 
z różnymi jonami metali oraz zatrzymaniu cyklu komórkowego. Bezpośrednia inhibicja RR 
odgrywa mniejszą rolę. Nowe analogi 3-AP zostały otrzymane głównie poprzez zastąpienie 
niepodstawionej grupy NH2 fragmentem piperazyny. Ideą tej modyfikacji było polepszenie 
aktywności biologicznej nowych analogów, ze względu na obecność fragmentu piperazyny, 
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który jest znanym farmakoforem, występującym w wielu aktywnych związkach, niektórych 
stosowanych w badaniach klinicznych [298–301]. Poprzez substytucję terminalnego atomu 
azotu, oczekiwane jest polepszenie profilu farmakologicznego nowych analogów 3-AP. Wyniki 
aktywności biologicznej dla tej grupy przedstawiono w tabeli 6. 
 


























































































































































































































































































Zdecydowana większość badanych analogów wykazała znacznie wyższą aktywność 
antyproliferacyjną niż wyjściowa Triapina. Najbardziej aktywnym związkiem w tej serii 
okazała się pochodna MR236, której wartość IC50 wynosiła 0,12 μM w przypadku linii 
komórkowej HCT116 p53+/+. Podobnie wysoką aktywność obserwowano wobec komórek raka 
piersi (0,204 μM), a także linii nowotworowych, posiadających zmieniony status białka p53. 










dla linii komórek glejaka (U-251) z mutacją punktową w sekwencji białka p53. Ta pochodna 
również odznaczała się wysokim indeksem terapeutycznym, który wynosił 208 dla linii 
komórkowej HCT116 p53+/+ oraz 195 dla linii U-251. Te wartości wynikają z niskiej 
toksyczności MR236 wobec linii komórek prawidłowych przy wysokiej aktywności 
antyproliferacyjnej wobec komórek nowotworowych. Jedynym wyjątkiem w przypadku 
pochodnej MR236 jest linia komórek Hs 683, ponieważ osiągnięcie tego samego efektu 
cytotoksycznego jak przy linii U-251, było możliwe dopiero przy zastosowaniu ponad 10 razy 
większego stężenia. W rzeczywistości linia Hs 683 wykazywała oporność na prawie wszystkie 
badane analogi należące do tej grupy. Tylko dla pochodnych MR170, MR174, MR203 oraz 
MR237 wyliczony parametr IC50 osiągał wartość w zakresie 0,2 μM - 0,85 μM. Analogi te, za 
wyjątkiem MR170 były również wysoce aktywne wobec wszystkich badanych linii 
nowotworowych. Analizując dane dla tej grupy pochodnych, można wyciągnąć ogólny 
wniosek, że ligandy halogenowane na terminalnym pierścieniu aromatycznym (MR160, 
MR236) wykazały znacznie wyższą aktywność niż ich niepodstawiony odpowiednik (MR167). 
Co więcej, można zauważyć, że związki zawierające w swojej strukturze diazyny (MR233 oraz 
MR242) wykazywały podobny, choć nieco mniejszy, poziom aktywności jak MR167 
zawierający grupę fenylową. Co ciekawe, obecność w pierścieniu tylko jednego atomu azotu 
jak w przypadku pochodnej pirydyny MR193 skutkuje zmniejszeniem aktywności 
biologicznej. Podobnie, jak w opisanych wcześniej seriach, można zauważyć, że pochodne TSC 
zawierające w swej strukturze układ trifluorometylowy (MR174, MR232, MR237) odznaczają 
się wysoką aktywnością antyproliferacyjną wobec wszystkich badanych komórek 
nowotworowych. Kolejnym ciekawym analogiem jest pochodna MR235 zawierająca w swojej 
strukturze fragment piperydyny, charakteryzująca się podobną, nieznacznie mniejszą 
aktywnością od MR236 wobec obu linii HCT116, MCF-7 oraz U-251. Co ciekawe, jej analog 
MR238 z dołączoną grupą nitrylową wykazuje ok. 2-4 razy mniejszą skuteczność wobec 
komórek linii HCT116, MCF-7 oraz U-251. Odmienną sytuację obserwuje się w przypadku 
linii Hs 683, gdzie aktywność tej pochodnej jest 3-krotnie wyższa niż MR235. Wśród nowo 
zsyntezowanych TSC tej grupy znajdują się również pochodne otrzymane w wyniku dołączenia 
grupy alkilowej lub etanalowej do terminalnego końca NH2 Triapiny. W przypadku pochodnej 
MR171 obecność grupy metylowej oraz atomu wodoru na terminalnym atomie azotu prowadzi 
do ponad 1,5-krotnego zwiększenia aktywności antyproliferacyjnej wobec komórek HCT116 
p53+/+ oraz U-251, w porównaniu do Triapiny. Z drugiej strony, w przypadku komórek raka 
piersi obserwowano znaczne zmniejszenie aktywności. Pochodna MR172 z grupą etylową 
wykazywała mniejszą skuteczność niż Triapina, a dodatkowo wprowadzenie grupy etanalowej 
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(MR234) skutkowało utratą aktywności wobec komórek nowotworowych. Można więc 
zaryzykować stwierdzenie, że rozbudowa terminalnego końca łańcucha alifatycznego ma 
istotny wpływ na aktywność pochodnych z tej serii. Szczególnie, interesujący jest wpływ TSC 
należących do tej grupy na komórki raka jelita grubego z nokautem genu TP53. Dla 
pochodnych MR166, MR167, MR169, MR170 oraz MR193 obserwowano od 2 do 14 razy 
większą skuteczność wobec HCT116 p53-/- niż wobec komórek typu dzikiego. Z kolei, 
odwrotną sytuacje zanotowano dla pochodnych MR171 oraz MR231. Podsumowując, analiza 
danych cytotoksyczności, pozwala na wysunięcie ogólnego wniosku, że komórki raka jelita 
grubego, piersi oraz glejaka U-251 wydają się być w podobnym stopniu wrażliwe na działanie 
pochodnych z tej serii. Wyjątek stanowi linia komórek glejaka Hs 683, która jest szczególnie 
oporna wobec analogów należących tej grupy. Jest to szczególnie interesujące, ze względu na 
podobne pochodzenie obu badanych linii komórek glejaka. Możliwego wyjaśnienia tego 
fenomenu najprawdopodobniej należy upatrywać w zmienionej homeostazie żelaza i różnej 
ekspresji receptorów transferryny w obu tych liniach. Zwłaszcza, że ostatnie badania wskazały 
na większą oporność linii Hs 683 na działanie toksyn Tf, w porównaniu do U-251 [302]. 
Obok modyfikacji fragmentu tiomocznikowego w szkielecie Triapiny przeprowadzono 
również zmiany w obrębie pierścienia 3-aminopirydyny. Wprowadzenie atomu bromu 
w pozycji 6 i wymiana grupy aminowej na grupę hydroksylową powinna znacząco wpłynąć na 
możliwości kompleksowania jonów żelaza. Wyniki dla serii związków opartych o 6-bromo-3-
hydroksypirydyno-karboksyaldehydzie przedstawiono w tabeli 7.  
 









Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 
HCT116 p53+/+ HCT116 p53-/- NHDF 
MR36 N N O
CH3 





4,38 ± 1,97 1,73 ± 0,63 12,07 ± 2,83 
MR38 N N
 
13,16 ± 1,54 6,00 ± 0,40 21,51 ± 3,02 




6,57 ± 4,56 2,97 ± 1,41 17,03 ± 3,76 
MR45 N N
N 
5,30 ± 1,33 1,41 ± 0,43 >25 
MR46 N O
 
19,24 ± 2,94 7,76 ± 1,57 >25 
MR47 
 











4,00 ± 0,62 3,37 ± 0,60 >25 
MR92 N N Br
 





5,38 ± 0,63 3,25 ± 0,53 >25 
MR94 
 
9,56 ± 1,09 3,56 ± 0,17 >25 
MR137 NH  >25 >25 - 




>25 >25 - 
Triapina 
(3-AP) 
NH2 1,121 ± 0,277 1,336 ± 0,338 >25 
 
Jak można zauważyć, modyfikacja struktury TSC doprowadziła do znacznego spadku 







porównaniem może być cytotoksyczność jednej z najbardziej aktywnych pochodnych tej serii 
związków MR37 z jej analogiem MR160 opartym na 3-aminopirydyno-karboksyaldehydzie. 
Wartość IC50 dla MR37 wynosiła 4,38 μM oraz 1,73 μM, odpowiednio dla linii komórek raka 
jelita grubego typu dzikiego oraz mutantów z nokautem genu TP53. Z kolei, dla MR160 
obserwowano ponad 8-krotnie wyższą aktywność wobec komórek HCT116 p53+/+ oraz ponad 
11-krotnie względem HCT116 p53-/-. Ponadto ocena cytotoksyczności dla tej grupy 
pochodnych, ujawniła 2-4 razy większą skuteczność wobec komórek ze zmienionym statusem 
p53. Podobnie, jak w przypadku pozostałych serii związków, można wnioskować, że obecność 
grup halogenowych w strukturze TSC polepsza właściwości biologiczne. Warto, również 
zauważyć, że wśród tego szeregu analogów, obecność grupy etylowej, propylowej lub 
etylobenzenu oraz wodoru na terminalnym atomie azotu (pochodne MR137-139) skutkuje 
utratą aktywności biologicznej wobec obu linii HCT116. Interesującym wydaje się fakt, że 
pochodne należące do tej grupy wykazywały nieco mniejszą selektywność wobec komórek 
prawidłowych NHDF, niż ich analogi oparte na 3-aminopirydyno-karboksyaldehydzie. Można 
więc stwierdzić, że zaproponowane modyfikacje w obrębie pierścienia pirydyny prowadzą do 
spadku zarówno aktywności, jak i selektywności. Najprawdopodobniej przyczyną takiego stanu 
rzeczy jest utrata cech kluczowych dla mechanizmu działania. Zmodyfikowane związki 
wywołują prawdopodobnie niespecyficzne uszkodzenia prowadzące do ogólnej destabilizacji 
i śmierci komórki.   
Kolejną analizowaną serią z pojedynczym pierścieniem była grupa pochodnych fenolu. 
Wyniki przedstawiono w tabeli 8. Prawie wszystkie pochodne z tej serii wykazywały słabą 
aktywność biologiczną wobec komórek raka jelita grubego typu dzikiego. Wyjątkiem jest 
pochodna MR12K2, która wykazywała umiarkowany poziom aktywności, a wyliczona dla niej 
wartość IC50 wynosiła 8,2 μM. Znacznie wyższą aktywność ta pochodna prezentowała wobec 
komórek z unieczynnionym genem TP53. Porównując, aktywność biologiczną z komórkami 
typu dzikiego, wykazano prawie 3,5-krotnie większą skuteczność MR12K2 wobec mutantów. 
Co więcej, dla pozostałych fluorowcowanych pochodnych MR99, MR5K2, MR11K2 
obserwowano wzrost poziomu aktywności wobec komórek linii HCT116 p53-/-, a wyliczony 
dla nich parametr IC50 osiągał wartość w zakresie 5 do 12 μM. Analizując te dane, można 
wyciągnąć ogólny wniosek, że obecność atomu fluoru związana jest z polepszeniem 
aktywności antyproliferacyjnej wobec mutantów p53. Ciekawym analogiem w tej grupie 
wydaje się być pochodna MR11K2 zawierająca w swej strukturze fragment tiomorfoliny. Jak 
wykazała analiza cytotoksyczności pochodna ta charakteryzuje się praktycznie brakiem 
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aktywności wobec komórek HCT116 p53+/+, przy zachowaniu umiarkowanej skuteczności 
wobec komórek linii HCT116 p53-/-. Podobny, nieco mniejszy wzrost aktywności wobec 
mutantów obserwowano dla pochodnej MR30 zawierającej w swej strukturze grupę nitrylową. 
Podsumowując, na podstawie wyników z kilku badanych serii analogów, można wnioskować, 
że obecność heteroatomu może mieć istotny wpływ na aktywność pochodnych TSC. 
 







Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 
HCT116 p53+/+ HCT116 p53-/- NHDF 
MR30 N N
N 
15,87 ± 5,97 8,33 ± 1,37 >25 




















24,79 ± 0,20 8,95 ± 4,96 >25 
MR110 N N
 
>25 >25 - 
MR3K2 N N O
CH3 
15,25±2,78 10,85 ± 1,31 - 
MR5K2 
 
10,93 ± 3,31 5,00 ± 1,13 - 
MR11K2 N S
 






8,20 ± 0,78 2,35 ± 0,44 - 
 
Kolejną serią badanych analogów jest grupa pochodnych TSC opartych na  
2-metoksyfenolu. Wyniki aktywności biologicznej wobec komórek raka jelita grubego oraz 
prawidłowych fibroblastów przedstawiono w tabeli 9. Jak wykazała analiza cytotoksyczności, 
dołączenie grupy metoksy do pierścienia fenolu skutkowało utratą aktywności biologicznej 
przez pochodne należące do tej serii analogów. Jedynym wyjątkiem jest pochodna MR101 
zawierająca w swej strukturze dwa atomy chloru dołączone do terminalnego pierścienia 
aromatycznego. Pochodna ta wykazuje słabą aktywność wobec obu badanych linii 
nowotworowych, a wyliczona dla niej wartość IC50 wynosi 11-12 μM. Ponadto, pochodna ta 
nie wykazuje toksyczności wobec komórek prawidłowych. 
 








Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 
HCT116 p53+/+ HCT116 p53-/- NHDF 
MR60 N N O
CH3 
>25 21,74 ± 1,625 - 




>25 >25 - 
MR80 N O
 





12,10 ± 1,03 11,15 ± 4,03 >25 
MR105 
 









MR196 NH  >25 >25 - 
MR197 NH  >25 >25 - 
MR204 N N
 
22,55 ± 1,36 20,43 ± 1,75 - 
MR239 
 
>25 >25 - 
 
 Kolejnymi analizowanymi seriami związków są pochodne oparte na fluorobenzenie, 
1,3-difluorobenzenie oraz 1,4-difluorobenzenie. Wyniki aktywności biologicznej dla tych 
analogów wobec komórek raka jelita grubego przedstawiono w tabelach 10, 11 oraz 12. 
 







Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 




MR82 N N O
CH3 
>25 >25 





































MR140 NH  >25 >25 






Wszystkie analogi należące do pochodnych fluorobenzenu nie wykazywały aktywności 
biologicznej względem komórek nowotworowych linii HCT116 p53+/+. Z kolei, na linii 
z nokautem genu kodującego białko p53, tylko pochodna MR114 wykazywała niewielką 
aktywność biologiczną. Z kolei, pozostałe pochodne należące do tej serii odznaczały się 
brakiem aktywności wobec linii HCT116 p53-/-. Wyjaśnieniem tego efektu, może być brak 
heteroatomu w pierścieniu aromatycznym, który prowadzi do utraty aktywności 
antyproliferacyjnej.  
Dalsze modyfikacje polegające na dodaniu kolejnego atomu fluoru do pierścienia 
fenolu, nie poprawiają wyników aktywności. Dla wszystkich pochodnych opartych na 1,3-
















Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 












MR146 NH  >25 >25 
MR147 NH  >25 >25 




Podobnie, modyfikacje związane ze zmianą podstawienia atomów fluoru z orto na para, nie 
wpływają na aktywność biologiczną pochodnych tej serii wobec komórek nowotworowych.  
 







Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 



















Ostatnia seria analizowanych pochodnych dotyczy analogów opartych na nitrobenzenie. 
Wyniki aktywności biologicznej wobec komórek linii HCT116 p53+/+ oraz linii z nokautem 
genu TP53 przedstawiono w tabeli 13. Jak wynika z przeprowadzonej analizy zdecydowana 
większość analogów badanej serii nie wykazuje aktywności biologicznej względem komórek 
nowotworowych. Jedynym związkiem wykazującym słabą aktywność wobec obu linii raka 
jelita grubego jest pochodna MR165. Wyliczona wartość IC50 wynosiła 11,8 μM wobec 
komórek typu dzikiego. Z kolei, w przypadku mutantów obserwowano niewielką aktywność 
antyproliferacyjną. Podobnie, jak w przypadku pochodnej MR205. Najprawdopodobniej 
przyczyną obserwowanego braku aktywności biologicznej jest utrata możliwości  chelatowania 
jonów metali przez analogi pozbawione układu 3-aminopirydynowego. Ugrupowanie 
tiosemikarbazonu nie jest wystarczające do tworzenia redoks-aktywnych kompleksów.  
 









Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 
HCT116 p53+/+ HCT116 p53-/- NHDF 
MR75 N N O
CH3 







>25 >25 - 
MR148 NH  >25 >25 - 
MR165 N N
 
11,78 ± 3,28 20,43 ± 2,29 >25 
MR205 N N
 
>25 22,21 ± 0,83 - 
MR206 N O
 
>25 >25 - 
 
W trakcie wcześniejszych badań z udziałem tiosemikarbazonów realizowanych przez 
dr Annę Mrozek-Wilczkiewicz stosowano 96-godzinny model eksperymentalny. Natomiast 
podczas realizacji tej pracy wybrano model 72-godzinny. Wytłumaczeniem jest fakt, iż po 72 
godzinach zostaną uruchomione wszystkie badane w późniejszym etapie ścieżki sygnałowe. 
Jednakże, dla ujednolicenia wyników pochodzących z obu modeli zdecydowano się na 
wykonanie dodatkowych oznaczeń. Na podstawie analizy cytotoksyczności przeprowadzonej 
wobec komórek raka jelita grubego typu dzikiego, wyselekcjonowano 10 najbardziej 
aktywnych związków o kodowaniu MR należących do różnych serii analogów. Następnie 
przeprowadzono ponowną ocenę cytotoksyczności wobec komórek linii HCT116 p53+/+ oraz 
MCF-7, stosując model 96-godzinny. Zestawienie otrzymanych wyników dla tych analogów 














































Lp. Związek R 
Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 










































































































































































Analiza porównawcza wykazała, niewielki wzrost aktywności biologicznej dla wszystkich 
badanych pochodnych MR. Jednakże, wyjątek stanowią dwie pochodne należące do grupy 
analogów chinoliny. Po dodatkowych 24-godzinach inkubacji, w przypadku pochodnej 
MR5K3 obserwowano ponad 4,5-krotny wzrost aktywności biologicznej wobec komórek linii 
HCT116. Z kolei, dla pochodnej MR12K odnotowano prawie 5-krotnie wyższą skuteczność 
wobec komórek raka piersi, stosując model 96-godzinny. Analizując dane, można 
zaobserwować, że obie te pochodne wykazują nieco wyższy poziom aktywności wobec 
komórek raka jelita grubego, niż analog MS179 (porównanie do Tabeli 15). Co więcej warto 
zauważyć, że odmienną sytuację obserwowano w przypadku 72-godzinnego czasu inkubacji. 
Z kolei, w grupie pochodnych opartych na ketonie di-2-pirydylowym, widoczna jest znaczna 
różnica w poziomie aktywności biologicznej pomiędzy pochodnymi MR i MS wobec komórek 
linii HCT116 (porównanie do Tabeli 15). Co ciekawe, po unormowaniu modelu 
eksperymentalnego wobec linii komórek MCF-7, można zauważyć zbliżoną skuteczność 
pochodnych badanej serii. 
 W świetle tych wyników, do dalszych szczegółowych badań nad molekularnymi 
mechanizmami działania pochodnych TSC oraz ich zastosowania w terapiach opartych na 
wywołaniu stresu oksydacyjnego, wytypowano 9 związków (Tabela 15). Pochodne te 
charakteryzują się największą aktywnością biologiczną wśród wszystkich przebadanych 
analogów w ramach przygotowywania niniejszej pracy doktorskiej. W dalszych analizach jako 




wobec komórek linii HCT116 p53+/+ oraz MCF-7 przedstawiono w tej samej tabeli. Wyboru 
takiego związku referencyjnego dokonano ze względu na znany mechanizm działania, który 
koncentruje się na generowaniu reaktywnych form tlenu oraz oddziaływaniu z endogennymi 
przeciwutleniaczami, co skutkuje indukcją apoptozy w komórkach [303]. 
 



































Lp. Związek R 
Aktywność antyproliferacyjna in vitro - IC50 [μM] 
96-godzinna inkubacja 
HCT116 p53+/+ MCF-7 
1 MS179 
 
0,0877 ± 0,0439 0,2190 ± 0,0151 
2 MR5K3 
 
0,0622 ± 0,0090 0,0314 ± 0,0034 
3 MR12K 
 
0,0721 ± 0,0094 0,0173 ± 0,0027 
4 MS168 N O
 
0,0038 ± 0,0015 0,0109 ± 0,0029 
5 MS181 
 
0,0505 ± 0,0028 0,0322 ± 0,0069 
6 MS154 
 

















0,0021 ± 0,0009 0,0041 ± 0,0009 
8 MS200 
 
0,0378 ± 0,0031 0,0256 ± 0,0067 
9 Dp44mT - 0,0014 ± 0,0001 0,0004 ± 0,0001 
10 DOX - 0,091 ± 0,007 0,405 ± 0,038 
 
 
2. Badanie mechanizmu działania wybranych pochodnych tiosemikarbazonu 
2.1 Wpływ jonów metali na cytotoksyczność badanych pochodnych TSC 
Wybrane do dalszych badań wysoce aktywne pochodne TSC zsyntezowane zostały w oparciu  
o dwa fragmenty, cenne z punktu widzenia chemii medycznej oraz projektowania nowych 
leków. Wiele doniesień literaturowych wskazuje, że związki należące do tej klasy, zawierające 
w swojej strukturze fragmenty ketonu di-2-pirydylowego lub chinoliny wykazują silne 
działanie antyproliferacyjne, które wiąże się ze zdolnością do tworzenia redoks aktywnych 
kompleksów z metalami [100]. Z uwagi na to, że oba te fragmenty strukturalne są znane ze 
swoich właściwości do chelatowania jonów metali, a dodatkowo 8-HQ wykazuje właściwości 
jonoforyczne, zdecydowano się na przeprowadzenie analiz w tym zakresie. Jak już 
wspomniano, środki chelatujące jony metali ze względu na wewnątrzkomórkowy mechanizm 
działania mogą być klasyfikowane w trzech podgrupach, takich jak chelatory, transportery 
metali oraz jonofory [174]. Ich zdolność do wiązania metali może być zweryfikowana poprzez 
analizę aktywności wobec nadmiaru jonów docelowych metali lub poprzez zsyntezowanie 
odpowiednich związków kompleksowych. Jednakże, jak pokazują dane literaturowe, związki 
koordynacyjne TSC mogą wykazywać niejednoznaczną aktywność antyproliferacyjną w takich 
testach, co może wiązać się ze złożonym mechanizmem działania samych pochodnych 
tiosemikarbazonu [100,304,305]. 
W niniejszej pracy doktorskiej, analizę cytotoksyczności wybranych pochodnych TSC 
w obecności jonów miedzi oraz żelaza przeprowadzono wobec komórek linii HCT116 typu 
dzikiego oraz MCF-7. Wybór linii komórkowych podyktowany został ich wysokim 
podstawowym poziomem reaktywnych form tlenu oraz zwiększoną wrażliwością na zmiany 








ROS [306]. Oznaczenia wykonano przy pomocy testu MTS po traktowaniu komórek 
aktywnymi pochodnymi TSC, dodatkowo dodając do medium sole CuSO4, FeSO4 lub FeCl3. 
Wyniki cytotoksyczności w obecności poszczególnych jonów metali przedstawiono w tabeli 
16 oraz Ryc. 14. 
 
Tabela 16. Aktywność biologiczna pochodnych TSC oraz DOX wobec komórek linii HCT116 oraz 
MCF-7 w obecności jonów metali 
Związek 








































































































































































Analiza wyników aktywności zamieszczonych w tabeli pozwala obserwować potencjalnie 
interesujący wpływ jonów żelaza na aktywność biologiczną badanych pochodnych. 
Mianowicie, w obecności jonów Fe2+ obserwowano znaczne zmniejszenie poziomu aktywności 
antyproliferacyjnej pochodnych TSC wobec badanych linii komórek nowotworowych. Efekt 
ten jest szczególnie wyraźny dla  związków  MS179, MS168, MS181, MS154, w przypadku 
których wykazano drastyczny spadek aktywności biologicznej wobec komórek linii HCT116 
(Ryc. 14). Zjawisko to było szczególnie widoczne w przypadku pochodnej MS168, ponieważ 
przy stężeniu 132-krotnie wyższym niż IC50, nadal nie obserwowano efektu cytotoksycznego 
wobec komórek raka jelita grubego. Z drugiej strony, w przypadku obecności w medium jonów 
Fe3+, badane pochodne zachowują swoją aktywność biologiczną wobec obu badanych linii 
komórkowych - HCT116 oraz MCF-7. Interesującym jest fakt, że wyniki te stoją 
w sprzeczności z danymi literaturowymi dotyczącymi aktywności Triapiny i jej analogów. Jak 
wykazali Kowol i in., związki te odznaczały się znacznie mniejszą aktywnością w obecności 
jonów żelaza - Fe3+ wobec komórek raka jajnika i sutka [307]. Jednakże, należy zwrócić uwagę, 
na dwa ważne aspekty, które mogą wyjaśniać taki efekt. Po pierwsze badane pochodne oparte 
na fragmentach ketonu di-2-pirydylowego oraz chinoliny mogą odznaczać się nieco innym 
mechanizmem działania niż Triapina, która działa głównie poprzez inhibicję RR. Dodatkowo, 
istotny może być podstawowy poziom żelaza oraz ROS w komórkach nowotworowych. Jak już 
wspomniano, obie badane linie komórkowe - HCT116 oraz MCF-7 charakteryzują się 
zwiększonym poborem żelaza oraz wysoką ekspresją białek IRP, regulujących poziom tego 
pierwiastka w komórce [62,308,309]. Wyniki, ostatnich badań wskazują, że zmieniony 
metabolizm żelaza w komórkach raka piersi oraz jelita grubego może być związany ze 
zjawiskiem oporności. Zatem, stosowanie leków obniżających poziom żelaza komórkowego 
znacznie poprawia skuteczność leczenia [310,311]. Dlatego też, ogólny efekt cytotoksyczności 
badanych pochodnych TSC, może wynikać zarówno z ich silnych właściwości do chelatowania 
jonów żelaza, a także wrażliwości samych komórek na zmiany poziomu stężenia tego metalu, 




Ryc. 14 Porównanie aktywności biologicznej wybranych pochodnych TSC wobec komórek linii 
HCT116 w obecności jonów Fe2+ oraz Fe3+. 
 
Odmienny efekt obserwowano w przypadku wpływu jonów miedzi na aktywność 
biologiczną pochodnych TSC wobec komórek raka jelita grubego oraz piersi. Analiza 
cytotoksyczności wykazała zgodnie z założeniami, że dodatek do medium redoks aktywnego 
metalu, skutkował znacznym wzrostem poziomu aktywności antyproliferacyjnej badanych 
TSC. Najbardziej aktywnymi związkami w obecności jonów Cu2+, okazały się pochodne 
MS154, MS199, Dp44mT zawierające w swej strukturze fragment ketonu di-2-pirydylowego, 
a także MS168 zbudowana na fragmencie 8-hydroksychinoliny. Z drugiej strony, najwyższy 
wzrost aktywności antyproliferacyjnej wobec komórek linii HCT116 obserwowano dla 
pochodnych opartych na fragmencie chinoliny oraz 8-HQ. Mianowicie, dla pochodnych 
MR12K oraz MS181 wykazano ponad 10-krotny wzrost aktywności biologicznej pod 
wpływem jonów Cu2+. Z kolei, w przypadku komórek raka piersi, dla pochodnych MR5K3, 
MS154 oraz MS199 odnotowano 8-krotny wzrost skuteczności. Na podstawie powyższych 
obserwacji można więc wnioskować, że badane pochodne TSC wobec jonów miedzi mogą 
wykazywać odmienny niż w przypadku żelaza mechanizm oddziaływania z jonami miedzi, 
skupiony na działaniu jonoforycznym. Co istotne, podobnie obserwowany efekt może być 
ściśle związany ze zwiększonym poziomem podstawowym miedzi w komórkach obu linii 
nowotworowych, a także ich wrażliwością na zmiany stężenia tych jonów [139].   
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2.2 Wpływ TSC na generowanie reaktywnych form tlenu 
W celu zbadania możliwości generowania ROS przez pochodne tiosemikarbazonu 
przeprowadzono test fluorescencyjny. W teście wykorzystano odczynnik CellROX Green, 
który pod wpływem reaktywnych form tlenu utlenia się do fotostabilnego produktu, 
emitującego jasno-zieloną fluorescencję. Ze względu na specyficzną akumulację tego barwnika 
w organellach komórkowych, sygnał fluorescencyjny jest zlokalizowany głównie w jądrze 
komórkowym oraz mitochondriach. Maksimum absorpcji barwnika wynosi 485 nm, podczas 
gdy emisja jest obserwowana przy długości fali 520 nm. Oznaczenia zostały przeprowadzone 
na komórkach linii HCT116, dla kilku najbardziej aktywnych pochodnych TSC po 24-
godzinnej inkubacji. W celu weryfikacji poprawności testu fluorescencyjnego, a także 
porównania wyników zastosowano dwie kontrole. Kontrolę negatywną stanowiły komórki 
nietraktowane związkami, a kontrolę pozytywną - komórki inkubowane przez 15 minut ze 100 
µM roztworem H2O2. Wyniki przedstawiono na Ryc. 15.  
 
 
Ryc. 15 Generowanie reaktywnych form tlenu w komórkach linii HCT116 po 24-godzinnej inkubacji 
z badanymi pochodnymi TSC (stężenie; 2-razy IC50) oraz 15- minutowej inkubacji z nadtlenkiem 
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wodoru (100 µM), który zastosowano jako kontrolę pozytywną. Negatywną kontrolę stanowiły komórki 
nietraktowane. Skala = 20 μm. 
 
Obserwacja mikroskopowa potwierdziła znaczne generowanie reaktywnych form tlenu po 
inkubacji z badanymi związkami, o czym świadczy intensywny zielony sygnał fluorescencyjny. 
Podobną sytuację odnotowano w przypadku komórek traktowanych roztworem nadtlenku 
wodoru. Z drugiej strony, komórki kontroli emitowały niski sygnał fluorescencyjny, który był 
związany z podstawowym poziomem ROS komórek raka jelita grubego wynikającym 
z procesów metabolicznych. Warto również zauważyć, że obserwowany sygnał 
fluorescencyjny w przypadku pochodnych TSC, skupiał się przede wszystkim wokół 
mitochondriów żywych komórek. Taki efekt może wynikać z akumulacji badanych związków 
w tych organellach. Te obserwacje zostały potwierdzone w późniejszych badaniach nad 
kolokalizacją pochodnych TSC i fotouczulaczy w komórkach raka jelita grubego (więcej 
w rozdziale 3.1). Podsumowując, otrzymane wyniki potwierdzają wcześniejsze doniesienia 
o generowaniu reaktywnych form tlenu przez pochodne TSC, które w znacznym stopniu są 
następstwem interakcji z jonami metali [305]. Co więcej, z uwagi na lokalizację badanych 
pochodnych w mitochondriach, można przypuszczać iż ich wpływ na system antyoksydacyjny 
komórek, powoduje upośledzenie funkcji tych organelli. Z kolei, takie działanie może 
przyczyniać się do uruchomienia procesów związanych z programowaną śmiercią komórek. 
W celu zweryfikowania tych hipotez przeprowadzono kolejne eksperymenty określające 
wpływ TSC na ilościowe zmiany poziomu ROS w komórkach nowotworowych, a także 
stężenia wewnątrzkomórkowego antyoksydanta - glutationu w zależności od czasu. 
Zmiany poziomu reaktywnych form tlenu, generowanych w komórkach linii HCT116 
poddanych działaniu badanych pochodnych TSC oraz DOX identyfikowano przy użyciu tego 
samego testu fluorescencyjnego. Analizy przeprowadzono dla różnych czasów inkubacji 
w eksperymencie kinetycznym. Znormalizowane wyniki względem komórek nietraktowanych, 





Ryc. 16 Wpływ badanych pochodnych TSC (1 μM) oraz DOX (5 μM) na poziom generowanych 
reaktywnych form tlenu w komórkach linii HCT116. Dane znormalizowano wobec komórek 
nietraktowanych (kontrola). Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD z trzech niezależnych 
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eksperymentów. Dane analizowano przy pomocy testu-t Studenta: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
w porównaniu do kontroli. 
 
Analiza otrzymanych wyników wykazała stopniowy wzrost poziomu ROS w komórkach 
nowotworowych, który osiągnął maksimum po 12-godzinnej inkubacji ze wszystkimi 
badanymi pochodnymi. Dalsza obserwacja, ujawniła gwałtowny spadek poziomu ROS 
w komórkach po kolejnych 12 godzinach inkubacji. Wyjątek stanowią pochodne MR12K, 
MS181 oraz MS200 dla których obserwowano niewielki spadek ilości generowanych 
reaktywnych form tlenu. Warto zauważyć, że zwiększenie poziomu ROS w pierwszych 12 
godzinach, było skorelowane z poziomem aktywności antyproliferacyjnej badanych 
pochodnych TSC wobec komórek linii HCT116 typu dzikiego. Dla najbardziej aktywnej 
pochodnej MS154 zanotowano najwyższy przyrost poziomu ROS (do 83% względem komórek 
nietraktowanych) wśród badanych TSC. Podobny efekt obserwowano dla analogu Dp44mT 
zawierającego w swej strukturze fragment ketonu di-2-pirydylowego. Mianowicie, po  
12-godzinnej inkubacji z tym związkiem odnotowano 70% wzrost poziomu ROS względem 
komórek kontrolnych. Z kolei, dla najbardziej aktywnej pochodnej MS168 wśród analogów  
8-hydroksychinoliny wykazano prawie 46% wzrost poziomu ROS po znormalizowaniu danych 
względem kontroli. Z drugiej strony, dla pozostałych analogów chinolinowych (MR12K, 
MS181), a także pochodnej MS200 zawierającej fragment di-2-pirydylowy zanotowano 
nieznaczne zwiększenie poziomu ROS w komórkach nowotworowych.  
 
2.3 Wpływ TSC na poziom wewnątrzkomórkowego glutationu w zależności od czasu 
Zmiany poziomu stężenia glutationu w komórkach raka jelita grubego po traktowaniu 
badanymi pochodnymi TSC oraz DOX monitorowano przy pomocy metody opisanej przez 
Rahman i in. [312]. Metoda ta opiera się na reakcji GSH z kwasem 5,5-ditiobis(-2-
nitrobenzoesowym) w obecności NADPH i reduktazy glutationu, w wyniku której powstaje 
barwny produkt kwas 2-nitro-5-tiobenzoesowy. Ilość i szybkość powstającego w reakcji 
produktu jest oznaczana spektrofotometrycznie oraz proporcjonalna do stężenia GSH 
w badanej próbce. Podobnie, jak w poprzednim eksperymencie kinetycznym, analizę 
przeprowadzono dla różnych czasów inkubacji. Znormalizowane wyniki względem komórek 




Ryc. 17 Wpływ badanych pochodnych TSC (1 μM) oraz DOX (5 μM) na poziom 
wewnątrzkomórkowego glutationu w komórkach linii HCT116. Dane znormalizowano wobec komórek 
nietraktowanych (kontrola). Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD z trzech niezależnych 
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eksperymentów. Dane analizowano przy pomocy testu-t Studenta: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
w porównaniu do kontroli. 
 
Analiza uzyskanych wyników ujawniła odwrotną zależność zmian poziomu reaktywnych form 
tlenu oraz stężenia glutationu w komórkach poddanych działaniu badanych pochodnych TSC. 
Wzrost poziomu ROS w jednostce czasu wykazany w poprzednim eksperymencie  wywołuje 
odpowiedni spadek zasobów antyoksydacyjnych w komórce, które osiągało wartość najniższą 
po 24 godzinach inkubacji z wszystkimi badanymi pochodnymi TSC. Największy efekt 
odnotowano dla pochodnej chinoliny MR12K, gdzie poziom GSH zmniejszył się o 53% 
w odniesieniu do komórek kontrolnych. Podobny efekt obserwowano dla najbardziej aktywnej 
pochodnej MS154 zawierającej w swej strukturze fragment ketonu di-2-pirydylowego. 
Mianowicie, po 24-godzinnej inkubacji z tym związkiem odnotowano 48% spadek 
wewnątrzkomórkowego poziomu GSH względem kontroli. Z drugiej strony, po inkubacji 
z pochodnymi chinoliny - MS179, MR5K3, MS181 zanotowano najmniejszą zmianę stężenia 
tego antyoksydanta - 25-30% w odniesieniu do komórek nietraktowanych.  
 Podsumowując, otrzymane rezultaty potwierdzają wcześniej postawione hipotezy. 
Udział wysoce aktywnych pochodnych TSC w reakcjach Fentona i Haber-Weissa, ma 
kluczowe znaczenie dla ich poziomu aktywności biologicznej. Odgrywa także główną rolę 
w ich wieloaspektowym mechanizmie działania. Wysoki poziom generowanych ROS przez 
pochodne TSC, prowadzi w znaczącym stopniu do utlenienia wewnątrzkomórkowego poziomu 
GSH. Takie skoncentrowane działanie skierowane na jeden z elementów systemu obrony 
antyoksydacyjnej skutkuje załamaniem całego potencjału antyoksydacyjnego komórki. To 
z kolei, prowadzi do zwiększonej wrażliwości komórek na działanie ROS i nasilenia stresu 
oksydacyjnego [231–233]. Ponadto, spadek stężenia glutationu w komórce jest wczesnym 
sygnałem wskazującym na indukcję apoptozy w odpowiedzi na różne bodźce [234]. Co więcej, 
taki efekt jest obserwowany niezależnie od udziału białka p53 w wyzwoleniu programowanej 






2.4 Wpływ TSC na ekspresję genów związanych ze stresem oksydacyjnym 
Wpływ badanych pochodnych TSC na ekspresję genów odpowiedzialnych za utrzymanie 
równowagi oksydacyjnej w komórkach oznaczono metodą PCR w czasie rzeczywistym 




Ryc. 18 Wpływ badanych pochodnych TSC (1 μM) oraz DOX (5 μM) na ekspresję genów MnSOD, 
CAT w komórkach linii HCT116. Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD z trzech niezależnych 
eksperymentów. Dane analizowano przy pomocy testu-t Studenta: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
w porównaniu do kontroli (komórki nietraktowane). 
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Analizę zmian ekspresji genów po traktowaniu badanymi pochodnymi przeprowadzono dla 
dwóch różnych czasów inkubacji. W przypadku 12-godzinnego traktowania komórek 
pochodnymi TSC - MR12K, MS168, MS181, MS199 obserwowano nieznacznie podwyższony 
poziom ekspresji genu dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD) w porównaniu z komórkami 
kontrolnymi. W przeciwieństwie, do związku referencyjnego - DOX, gdzie obserwowano 
ponad 2-krotne zwiększenie poziomu MnSOD. Z drugiej strony, w przypadku inkubacji 
z pochodną MR5K3 odnotowano znaczny spadek ekspresji tego genu w komórkach. Dalsza 
analiza otrzymanych wyników ujawniła spadek ekspresji genu MnSOD w komórkach po 24-
godzinnej inkubacji z większością badanych związków. Najwyższy efekt uzyskano dla 
pochodnej MS199 opartej na fragmencie ketonu di-2-pirydylowego. W czasie postępującego 
czasu inkubacji z badanym związkiem obserwowano prawie 4-krotne zmniejszenie ekspresji 
transkryptu. Jedyny wyjątek stanowiła pochodna MS179, dla której po 24-godzinnej inkubacji 
obserwowano niewielki wzrost poziomu MnSOD.  
W przypadku, genu katalazy obserwowano podobne zależności. Analiza wyników 
wykazała wzrost poziomu ekspresji CAT w komórkach poddanych 12-godzinnemu 
traktowaniu z badanymi pochodnymi TSC. Największy efekt obserwowano dla pochodnych 
MR12K, MS181, MS154, MS199. Po inkubacji z najbardziej aktywną pochodną MS154 
stwierdzono prawie 1,5-krotny wzrost ekspresji tego genu w odniesieniu do komórek 
kontrolnych. Ponadto, dalsza analiza ujawniła gwałtowny spadek poziomu CAT w komórkach 
po 24-godzinnej inkubacji z wszystkimi badanymi TSC. Warto zauważyć, że ogólny efekt 
wydawał się ściśle skorelowany z poziomem aktywności antyproliferacyjnej badanych TSC 
wobec komórek linii HCT116 typu dzikiego. Zatem, w czasie postępującego czasu inkubacji 
z pochodnymi chinolinowymi MS168 oraz MR5K3, obserwowano ponad 11-krotne 
zmniejszenie poziomu ekspresji CAT w komórkach. Z kolei, po traktowaniu komórek 
najbardziej aktywną pochodną MS154 stwierdzono ponad 4-krotny spadek ekspresji poziomu 
katalazy. Podobnie, po 24-godzinnej inkubacji z drugą wysoce aktywną pochodną MS199 
obserwowano ponad 6,5-krotne obniżenie poziomu CAT w komórkach. 
Jednym z istotnych czynników zaangażowanych w indukcję odpowiedzi na wywołany 
stres oksydacyjny, oraz wyzwolenie apoptozy jest Ndrg1. Wyniki dla tego genu przedstawiono 




Ryc. 19 Wpływ badanych pochodnych TSC (1 μM) oraz DOX (5 μM) na ekspresję genu Ndrg1 
w komórkach linii HCT116. Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD z trzech niezależnych 
eksperymentów. Dane analizowano przy pomocy testu-t Studenta: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
w porównaniu do kontroli (komórki nietraktowane). 
 
Analiza otrzymanych wyników wykazała znaczny wzrost poziomu ekspresji genu Ndrg1 
w komórkach poddanych 12-godzinnemu traktowaniu z najbardziej aktywnymi pochodnymi 
TSC (MS154, MS199, MS200). Mianowicie, w przypadku pochodnych MS199 oraz Dp44mT 
opartych na ketonie di-2-pirydylowym obserwowano ponad 4-krotny wzrost ekspresji tego 
genu w porównaniu z komórkami nietraktowanymi. Z kolei, po 12-godzinnej inkubacji 
z najbardziej aktywnym związkiem - MS154 wykazano ponad 11-krotne zwiększenie poziomu 
ekspresji Ndrg1 w komórkach. Ponadto dalsza analiza ujawniła znaczący wzrost poziomu 
Ndrg1 w komórkach po 24-godzinnej inkubacji ze wszystkimi badanymi TSC. Najwyższy efekt 
obserwowano po traktowaniu komórek pochodnymi MS181, MS199 oraz Dp44mT. Po 
inkubacji z pochodnymi opartymi na fragmencie ketonu di-2-pirydylowego odnotowano ponad 
10-krotne zwiększenie poziomu ekspresji badanego genu w odniesieniu do komórek 
kontrolnych. Z kolei, po traktowaniu komórek analogiem chinoliny (MS181) stwierdzono 
ponad 16-krotny wzrost poziomu ekspresji Ndrg1 w komórkach.  
Obniżenie ekspresji genów oraz białek odpowiadających za obronę antyoksydacyjną 
w połączeniu ze zwiększonym poziomem ROS, jest istotnym czynnikiem wywołującym stres 
oksydacyjny w komórce [315].  Badania nad wpływem pochodnych TSC na regulację genów 
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dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy, wykazały po początkowym wzroście, znaczne 
obniżenie poziomu ich ekspresji w komórkach raka jelita grubego. Takie działanie, wydaje się 
odgrywać kluczową rolę w załamaniu komórkowego potencjału antyoksydacyjnego komórek 
w wyniku zwiększonej produkcji ROS, co skutkuje uruchomieniem szlaków odpowiedzialnych 
za wywołanie apoptozy. Interesujący jest również fakt, że katalaza może wpływać na 
mechanizm wielolekowej oporności - MDR, tym samym chroniąc komórki przed wejściem na 
drogę apoptozy [219,230]. Dlatego też, istotne wydaje się obniżenie poziomu ekspresji tego 
genu w komórkach, co jest szczególnie widoczne w przypadku najbardziej aktywnych TSC. 
Jak już wspomniano, zwiększenie ekspresji genu Ndrg1 w wyniku stosowania leków jest 
ważnym czynnikiem odpowiedzi na stres w wielu typach nowotworów [316,317]. Warto 
bowiem zauważyć, że komórki nowotworowe charakteryzują się zwykle bardzo niskim 
poziomem ekspresji tego genu. Taką sytuacje obserwuje się szczególnie w przypadku komórek 
raka sutka, okrężnicy oraz prostaty [318]. Ostatnie badania dowodzą również, że ekspresja genu 
Ndrg1 jest często powiązana z poziomem białka p53 oraz HIF-1α [82,319]. Ponadto, liczne 
doniesienia wskazują, że wzrost ekspresji tego genu w wyniku stosowania 
chemioterapeutyków, może prowadzić do zahamowania wzrostu komórek oraz indukcji 
apoptozy. Uzyskane rezultaty w przypadku badanych pochodnych TSC wydają się potwierdzać 
wcześniejsze doniesienia. Obserwowana wysoka ekspresja Ndrg1 w komórkach poddanych 
działaniu TSC, jednoznacznie wskazuje, że komórki zostały wprowadzone na apoptotyczny 
szlak śmierci komórkowej [317]. Ponadto, ostatnie badania wykazały, że zmiany 
wewnątrzkomórkowej puli żelaza w wyniku chelatacji istotnie wpływają na zwiększenie 
ekspresji Ndrg1 na poziomie transkryptu, jak i białka [82,97].  
 
2.5 Wpływ TSC na ekspresję białek zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego 
oraz indukcję apoptozy 
Jak wykazano w poprzednich eksperymentach, pochodne TSC poprzez generowanie ROS, 
przyczyniają się do załamania homeostazy potencjału redoks w komórkach raka jelita grubego. 
Zjawisko to aktywuje wiele ścieżek sygnalizacyjnych, które w efekcie końcowym wyzwalają 
apoptozę. Warto zauważyć, iż istotny wpływ na te procesy, a także postęp cyklu komórkowego 
mają również zmiany wewnątrzkomórkowej puli żelaza. Z tego względu, dalsza 
charakterystyka mechanizmu działania badanych pochodnych TSC była skoncentrowana na 
ocenie ekspresji białek odpowiedzialnych za regulację cyklu komórkowego oraz indukcję 
śmierci komórkowej. Wpływ badanych pochodnych na ekspresję białek p21, p53 oraz cdc2 
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określono przy pomocy metody western blot, a wyniki przedstawiono na Ryc. 20. Ponadto, dla 
białek cdc2 oraz p21 dokonano analizy densytometrycznej na podstawie gęstości optycznej 
uzyskanych prążków. Otrzymane dane liczbowe znormalizowano do wyników uzyskanych dla 
kontroli (Ryc. 20B). 
 
Ryc. 20 Wpływ badanych pochodnych TSC (1 μM) oraz DOX (5 μM) na ekspresję białek: cdc2, p21, 
p53 i β-aktyny w komórkach linii HCT116 (A). Wykresy przedstawiają wyniki analizy 
densytometryczne normalizowanej względem β-aktyny, które stanowią średnią ± SD z trzech 
niezależnych eksperymentów. Ocenę statystyczną uzyskanych wyników przeprowadzono przy pomocy 
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego: *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 w porównaniu do kontroli (B). 
 
Analiza western blot ujawniła, że żadna z badanych pochodnych TSC nie wpływała na 
aktywację białka p53 w komórkach linii HCT116. Odmienną sytuację obserwowano 
w przypadku związku referencyjnego - doksorubicyny, dla której wykazano pozytywny efekt. 
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Z drugiej strony, po inkubacji z wszystkimi badanymi związkami obserwowano wzrost 
ekspresji białka p21WAF1/CIP1. Najwyższy efekt odnotowano dla analogu chinoliny MR12K oraz 
pochodnych MS200 i Dp44mT opartych na ketonie di-2-pirydylowym. Przeprowadzona 
analiza densytometryczna wykazała ponad 4,5-krotne zwiększenie poziomu ekspresji białka 
p21 po inkubacji z badanymi pochodnymi. Również, po inkubacji z ich analogami MR5K3 oraz 
MS199 stwierdzono istotnie znaczący, ponad 2,5-krotny wzrost poziomu ekspresji p21 
w odniesieniu do komórek kontrolnych. Warto zauważyć, że obserwowany efekt wydawał się 
korelować ze wzrostem poziomu ekspresji genu Ndrg1. Wyniki te potwierdzają wcześniejsze 
doniesienia o zwiększeniu ekspresji białka p21WAF1/CIP1 za pośrednictwem genu Ndrg1 [94]. 
Takie działanie, prowadzi do aktywacji tego białka na drodze niezależnej od białka p53, co 
wpływa na aktywację kaspaz i indukcję apoptozy w komórkach [94,320]. Co więcej, badania 
przeprowadzone przez Russo i in., wskazują, że stres oksydacyjny indukuje ekspresję 
WAF1/CIP1, co w konsekwencji zatrzymuje progresję cyklu komórkowego poprzez 
mechanizm niezależny od p53 [321].  
Ponadto, analiza otrzymanych wyników ujawniła wzrost ekspresji białka cdc2 po 
inkubacji z pochodnymi MS154 oraz MS181. Z drugiej strony, w przypadku pozostałych 
związków obserwowano zmniejszenie poziomu ekspresji badanego białka w komórkach. 
Najwyższy spadek poziomu ekspresji białka cdc2, obserwowano po inkubacji z pochodnymi 
MR5K3, MS199 oraz Dp44mT. Taki efekt, korelował ze zdolnością tych związków do 
wywołania znacznego obniżenia ekspresji genu MnSOD po 24-godzinnej inkubacji (Ryc. 18). 
Jak wykazały ostatnie badania, fosforylacja dysmutazy ponadtlenkowej MnSOD przez białko 
cdc2 może być regulowana w wyniku odpowiedzi na powstały stres oksydacyjny lub 
uszkodzenia wywołane promieniowaniem elektromagnetycznym [322,323]. 
 
2.6 Wpływ TSC na regulację cyklu komórkowego 
Poziom stężenia reaktywnych form tlenu w komórce może być ściśle regulowany w czasie 
cyklu komórkowego. Jak wskazano w wielu doniesieniach, stężenie wolnych rodników 
stopniowo wzrasta w czasie kolejnych przejść faz cyklu komórkowego, począwszy od fazy G1 
przez fazę syntezy do fazy G2/M. Następnie po podziale komórkowym, stężenie wolnych 
rodników powraca do poziomu pierwotnego. Zatem, widoczne zmiany poziomu ROS w czasie 
trwania cyklu komórkowego są ściśle skorelowane z przyrostem zawartości DNA. Warto 
również zauważyć, że białka antyoksydacyjne oraz pro-oksydacyjne są regulowane 
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w zależności od ogólnej szybkości metabolizmu komórek [227,228]. Ostatnie badania 
wskazują na okresowe zmiany poziomu aktywności MnSOD w czasie postępu cyklu 
komórkowego. W fazach G1 oraz S obserwowana jest wysoka aktywność tego białka, 
w przeciwieństwie do faz G2/M [226]. Ponadto, liczne doniesienia literaturowe wskazują, że 
utrata kontroli potencjału redoks podczas przejść między fazami spoczynku (G0) i aktywnymi 
(G1, S, G2 i M) może poważnie wpłynąć na zdolność komórek do proliferacji [228]. 
Wpływ badanych pochodnych TSC na zatrzymanie cyklu komórkowego monitorowano 
przy pomocy barwienia jodkiem propidyny w mikrokapilarnym cytometrze przepływowym 
Muse Cell Analyzer. W oznaczeniu tym, wykorzystuje się zdolność jodku propidyny do 
wiązania z dwuniciowym DNA i formowania z nim silnie fluorescencyjnego adduktu. Takie 
działanie pozwala na rozróżnienie komórek znajdujących się w poszczególnych fazach cyklu 
komórkowego, na podstawie oceny zawartości DNA. Rozkład cyklu komorkowego 
analizowano po 48-godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi. Histogramy DNA uzyskane 






Ryc. 21 Wpływ badanych pochodnych TSC (1 μM) oraz DOX (5 μM) na regulację cyklu komórkowego 
linii HCT116. Zaprezentowane histogramy obrazują frakcję komórek znajdujących się w fazach G0/G1, 
S, G2/M cyklu komórkowego dla jednego z eksperymentów (A). W tabeli przedstawiono wyniki jako 
średnią ± SD odsetka komórek znajdujących się w poszczególnych fazach cyklu komórkowego z trzech 
niezależnych eksperymentów (B). Ocenę statystyczną uzyskanych wyników przeprowadzono przy 
pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego: *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 w porównaniu do kontroli (C).  
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Analiza cytometryczna, ujawniła znaczny spadek populacji komórek znajdujących się 
w fazie G0/G1 po inkubacji z wszystkimi badanymi związkami. Po inkubacji z jedną 
z najbardziej aktywnych pochodnych - MS199, stwierdzono znaczne zmniejszenie odsetka 
komórek w fazie G0/G1 (do poziomu 39%). W przypadku komórek nietraktowanych populacja 
znajdująca się w tej fazie stanowiła 72% (Ryc. 21B). Ponadto dalsza analiza ujawniła, że 
wszystkie pochodne TSC powodowały znaczny wzrost frakcji komórek znajdujących się 
w fazie S cyklu komórkowego. Mianowicie, po inkubacji z pochodnymi opartymi na 
fragmencie chinoliny (MS179, MR5K3, MR12K) oraz ketonu di-2-pirydylowego (MS199, 
MS200, Dp44mT) obserwowano 40-48% wzrost liczby komórek w tej fazie cyklu 
komórkowego. Mniejszy efekt odnotowano dla pochodnych MS168, MS181 oraz MS154, 
gdzie obserwowano wzrost populacji komórek o 33-35%. Wyniki te sugerują, że pochodne 
TSC wpływają na zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie S.  
W przypadku fazy G2/M cyklu komórkowego, tylko po inkubacji z pochodnymi 
zawierającymi fragment 8-HQ oraz związkiem MS154 odnotowano wzrost odsetka komórek 
do poziomu 17%. Populacja komórek nietraktowanych znajdujących się w tej fazie stanowiła 
7% (Ryc. 21B). Warto zauważyć, że wyniki dla MS181 oraz MS154 korelowały z ich 
zdolnością do zwiększenia poziomu ekspresji białka cdc2 w komórkach HCT116. Istotnym jest 
fakt, że białko cdc2 bierze udział w przejściu pomiędzy fazami G2 i M, wprowadzając komórki 
w fazę mitozy. Ponadto, jego aktywność jest podtrzymywana w czasie trwania profazy 
i metafazy podczas procesu podziału komórkowego. W związku tym, uzyskane rezultaty dla 
pochodnych MS181 oraz MS154 wydają się potwierdzać zatrzymanie cyklu komórkowego 
w fazie G2/M. Ponadto, jak sugerują liczne doniesienia, komórki zatrzymane w tej fazie mogą 
ulegać katastrofie mitotycznej [85,324]. Z drugiej strony, Topham i in. postulowali, że 
przedłużone zatrzymanie komórek w fazie mitotycznej, może prowadzić do ich śmierci poprzez 
apoptozę w tej fazie cyklu. Co więcej, postulowano, wyjście komórek z mitozy bez podziału 
w wyniku poślizgu mitotycznego (ang. mitotic slippage) [325]. W efekcie komórki wkraczały 
w fazę pseudo-G1 bez cytokinezy, gdzie ulegały zatrzymaniu w punkcie kontrolnym G1/S 
[326]. Takie działanie, prowadziło w ostateczności do skierowania komórek na drogę apoptozy, 






2.7 Ocena wpływu TSC na indukcję apoptozy 
W celu określenia wpływu badanych pochodnych na indukcję procesu apoptozy w komórkach 
linii HCT116 wykonano barwienie Aneksyną V w mikrokapilarnym cytometrze 
przepływowym Muse Cell Analyzer. Jednym z pierwszych symptomów wczesnego stadium 
programowanej śmierci komórki jest utrata asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidów 
w błonie komórkowej. Związane jest to z translokacją fosfatydyloseryny z wewnętrznej do 
zewnętrznej warstwy błony cytoplazmatycznej. Wykrycie tych zmian jest możliwe, dzięki 
zdolności Aneksyny V sprzężonej z FITC do specyficznego wiązania cząsteczek 
fosfatydyloseryny. Ponadto, do barwienia późnych komórek apoptotycznych oraz oceny 
integralności błony komórkowej wykorzystano barwnik 7-aminoaktynomycynę (7-AAD). Na 
podstawie zastosowanego podwójnego barwienia w cytometrze przypływowym możliwe jest 
rozróżnienie czterech populacji komórek: żywych (niebarwiących się żadnym odczynnikiem), 
wczesnoapoptotycznych (barwiących się tylko Aneksyną V), późnoapoptotycznych (barwiące 
się Aneksyną V oraz 7-AAD), oraz komórek martwych (barwiących się tylko 7-AAD) [327]. 




Ryc. 22 Wpływ badanych pochodnych TSC (1 μM) oraz DOX (5 μM) na indukcję apoptozy 
w komórkach linii HCT116 po 48-godzinnej inkubacji. Zaprezentowane histogramy obrazują frakcję 
komórek żywych, wczesno- oraz późno- apoptotycznych dla jednego z eksperymentów (A). W tabeli 
przedstawiono wyniki jako średnią ± SD procentu komórek żywych, wczesno- oraz późno- 
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apoptotycznych z trzech niezależnych eksperymentów (B). Ocenę statystyczną uzyskanych wyników 
przeprowadzono przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post-hoc 
Bonferroniego: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w porównaniu do kontroli (C).  
 
Analiza otrzymanych wyników potwierdziła zdolność badanych związków do indukcji 
apoptozy w komórkach HCT116. Po 48-godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi 
obserwowano znaczący przyrost frakcji komórek apoptotycznych. Najwyższy efekt 
odnotowano dla pochodnych MR12K, MS200, Dp44mT oraz DOX, gdzie frakcja tych 
komórek stanowiła od 60% do 80% (Ryc. 22B). Warto zauważyć, że wyniki te korelowały ze 
zdolnością tych pochodnych do znacznego zwiększenia poziomu ekspresji białka p21 
w komórkach HCT116. Tym samym, potwierdza to wcześniejsze hipotezy, o indukcji śmierci 
komórkowej poprzez aktywację białka p21. Z drugiej strony, w przypadku pochodnych  
8-hydroksychinoliny MS168 oraz MS181 stwierdzono najniższy odsetek komórek 
apoptotycznych, który może wiązać się z późniejszym wstąpieniem komórek na drogę 
apoptozy lub ich skierowaniem na drogę katastrofy mitotycznej. Innym możliwym 
wyjaśnieniem jest silna zdolność do chelatowania jonów żelaza przez TSC, co w połączeniu 
z zaburzeniem potencjału oksydacyjno-redukcyjnego komórki może prowadzić do silnego 
efektu zatrzymania progresji cyklu komórkowego, a tym samym niższej liczby komórek 
apoptotycznych. 
 
2.8 Interkalacja DNA 
Innym możliwym mechanizmem działania, który charakteryzuje większość planarnych 
związków aromatycznych, jest interkalacja DNA. Wiele doniesień literaturowych postuluje, że 
takie działanie może być związane z kompleksowaniem jonów metali przejściowych, takich 
jak żelazo, miedź, nikiel przez pochodne chinoliny, 8-hydroksychinoliny, czy też 
tiosemikarbazonu [277,328–330]. Ponadto, ostatnie badania nad grupą pochodnych chinoliny 
wskazały, że ich aktywność antyproliferacyjna oraz niezależny mechanizm działania od białka 
p53, może być związany ze zdolnością do interkalowania DNA [279,331]. Obecnie, wiele 
związków należących do klasy chelatorów żelaza jest klasyfikowanych jako inhibitory lub 
trucizny topoizomeraz [332]. Dlatego też sugeruje się, że zdolność ligandów oraz ich 
kompleksów z metalami do wiązania się z DNA, może indukować zmiany konformacyjne, 
które mogą prowadzić do powstawania naprężeń i uszkodzeń nici kwasów nukleinowych [333]. 
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W celu określenia zdolności badanych pochodnych TSC do interkalacji DNA 
przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne, w obecności standardowego DNA 
pochodzącego z grasicy cielęcej (ang. calf-thymus DNA; CT-DNA), a także samych 
pochodnych w buforze PBS. Widma absorpcyjne badanych związków przedstawiono na Ryc. 
23. Dodatkowo, właściwości spektralne widm absorpcji dla badanych pochodnych związanych 
z CT-DNA podano w tabeli 17. W trakcie badań jako związek referencyjny wykorzystano 
doksorubicynę, która jest dobrze scharakteryzowanym lekiem interkalującym [334]. 
 
 
Ryc. 23 Widma absorpcyjne badanych pochodnych TSC oraz DOX bez CT-DNA (linia ciągła) oraz 




Analiza zarejestrowanych widm absorpcji dla pochodnych TSC ujawniła ich zdolność 
do interkalacji z DNA, co wiązało się ze spadkiem intensywności absorbancji oraz 
przesunięciem maksimum w kierunku fal dłuższych (przesunięcie ku czerwieni). Obserwowane 
zmiany intensywności widm (efekt hipochromowy) są spowodowane deformacją helisy oraz 
zmianami konformacyjnymi DNA, które mogą prowadzić do pęknięć nici [335]. Największe 
zmiany widm absorpcji obserwowano dla grupy najaktywniejszych pochodnych TSC opartych 
na ketonie di-2-pirydylowym. Inkubacja pochodnych MS154, MS199 oraz MS200 z CT-DNA 
wykazała spadek intensywności widm, odpowiednio o 28,2%, 31,9%, 28,5%, a także 
niewielkie przesunięcie Stokesa wynoszące od 2 do 5 nm. Otrzymane wartości są zbliżone do 
związku referencyjnego - DOX. Mianowicie, dla doksorubicyny obserwowano silny efekt 
hipochromowy - 34,2%. Jedynym wyjątkiem w grupie analogów ketonu di-2-pirydylowego jest 
Dp44mT, dla którego obserwowano bardzo słabą zdolność do interkalacji DNA. Wynik ten 
jednocześnie potwierdził wcześniejsze doniesienia innych grup badawczych [100,336]. 
Ponadto, dobre właściwości interkalacyjne obserwowano dla pochodnych zawierających 
w swej strukturze fragment chinoliny. Inkubacja pochodnych MS179, MR5K3, MR12K z CT-
DNA ujawniła silny efekt hipochromowy, wynoszący odpowiednio 22,0%, 24,2% i 22,6%. 
Uzyskane rezultaty wskazują, że obecność obu podstruktur połączonych z ugrupowaniem 
tiosemikarbazonu ma kluczowe znaczenie dla obserwowanych silnych właściwości 
interkalacyjnych. Ponadto wykazano, że zastąpienie fragmentu dimetyloaminy (Dp44mT), 
piperazynowym pierścieniem aromatycznym (MS154, MS199, MS200) może znacznie 
poprawiać zdolności do oddziaływania z DNA [337]. Z drugiej strony, w przypadku 
pochodnych TSC opartych na szkielecie 8-hydroksychinoliny obserwowano umiarkowane 
zdolności do wiązania z DNA. Taki efekt może być związany z ich silnymi właściwościami do 
chelatowania jonów metali i tworzenia z nimi redoks aktywnych kompleksów. Bowiem 
połączenie tych własności ze zdolnością do interkalacji DNA może skutkować indukcją 
niewielkich uszkodzeń w dwuniciowej strukturze DNA, co z kolei prowadzi do zatrzymania 
cyklu komórkowego. Powyższa hipoteza może wyjaśniać sprzeczne dane literaturowe 
dotyczące oddziaływania pochodnych TSC z topoizomerazami [274,338]. Dodatkowo, jak 
wykazali West i in., pochodne TSC za pośrednictwem kompleksów z miedzią, mogą indukować 

















MS179 282; 334 hipochromizm 22,0 3175,6 1 
MR5K3 324 hipochromizm 24,2 2313,3 10 
MR12K 272; 310 hipochromizm 22,6 2695,6 4 
MS168 295; 330 hipochromizm 15,7 1935,6 10 
MS181 295; 338 hipochromizm 9,4 1888,9 5 
MS154 325 hipochromizm 28,2 4120,0 5 
MS199 320 hipochromizm 31,9 6133,3 5 
MS200 330 hipochromizm 28,5 3220,0 2 
Dp44mT 272; 324 hipochromizm 8,2 1673,3 2 
DOX 480 hipochromizm 34,2 3235,6 10 





3. Synergistyczne działanie TSC z fotouczulaczami  
W strategie oparte na wywołaniu stresu oksydacyjnego może wpisywać się terapia 
fotodynamiczna - PDT (ang. photodynamic therapy). Jest ona obiecującym podejściem 
stosowanym między innymi w leczeniu chorób nowotworowych ze względu na wysoką 
selektywność względem komórek prawidłowych. Co więcej, wyraźną przewagą PDT nad 
innymi konwencjonalnymi metodami leczenia, jak chemioterapia i radioterapia, zyskuje dzięki 
minimalizacji skutków ubocznych, selektywnym gromadzeniu leku w guzie, braku zjawiska 
oporności, a także możliwości wielokrotnego stosowania terapii, ze względu na obniżoną 
toksyczność [340]. Istotą tej terapii jest połączone działanie trzech niezbędnych elementów, 
jakimi są fotouczulacz - PS (ang. photosensitizer), światło oraz tlen cząsteczkowy zawarty 
w obrębie tkanki nowotworowej [341]. Warto w tym miejscu podkreślić, że każdy element 
stosowany osobno nie wywołuje efektów toksycznych wobec komórek. Dopiero wprowadzenie 
i akumulacja PS w tkance, a następnie jego ekspozycja na światło o określonej długości fali, 
może prowadzić do wywołania zamierzonego efektu terapeutycznego. Takie działanie opiera 
się na indukcji szeregu reakcji fotochemicznych, w szczególności wytwarzania tlenu 
singletowego i innych reaktywnych form tlenu, które prowadzą do różnego rodzaju uszkodzeń, 
a w ostateczności eliminują guz [342]. Względny udział tych mechanizmów w końcowym 
efekcie zależy w dużej mierze od rodzaju i dawki PS, a także zastosowanego światła, jego 
dawki oraz całkowitego czasu naświetlania [343].  
 Ponadto połączenie terapii fotodynamicznej z konwencjonalną terapią cytostatykami 
może być innowacyjnym podejściem do leczenia chorób nowotworowych. Połączone działanie 
dwóch lub więcej środków cytotoksycznych bądź metod leczenia, może prowadzić do 
osiągnięcia zwiększonego efektu terapeutycznego. Oddziaływanie synergistyczne 
zastosowanej terapii kombinowanej, obserwujemy gdy całkowity efekt połączonego działania 
leków jest wyższy niż suma efektów leków stosowanych oddzielnie [344]. Wzrost aktywności 
i skuteczności leków stosowanych w terapii skojarzonej nie jest jedyną korzyścią, jaką możemy 
uzyskać w wyniku synergii farmakologicznej. Takie działanie, prowadzi również do 
zmniejszenia dawki stosowanych chemioterapeutyków, przy jednoczesnym zachowaniu 
skuteczności, a także zmniejszenia toksyczności i odporności na leki. Ostatni z wymienionych 
aspektów związany jest z możliwym działaniem stosowanych leków na kilka celi 
molekularnych. Co więcej, wiele doniesień wskazuje na możliwe wielocelowe działanie wobec 
różnych chorób równocześnie [344–346].   
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Do badań nad terapią kombinowaną z puli dotychczas analizowanych pochodnych TSC 
wybrano dwa najbardziej aktywne związki, MS168 oparty na fragmencie 8-hydroksychinoliny 
oraz Dp44mT zawierający w swej strukturze fragment ketonu di-2-pirydylowego. Szczególnie 
pochodna 8-hydroksychinoliny wydaje się być idealnym kandydatem do badań nad terapią 
skojarzoną PDT. Ostatnie badania nad terapią ALA-PDT wskazały na silny efekt 
synergistyczny połączonego działania MS168 z naświetloną protoporfiryną IX, która jest 
endogennym fotouczulaczem [347]. Dodatkowo w badaniach wykorzystano Triapinę, która ma 
szansę stać się pierwszym inhibitorem RR zatwierdzonym do stosowania klinicznego. Co 
istotne, wszystkie wybrane pochodne TSC wykazują wysoki indeks selektywności wobec 
komórek prawidłowych. Obecnie najczęściej stosowanymi fotouczulaczami w terapii PDT są 
pochodne z grupy porfiryn, chloryn, ftalocyjanin, naftalocyjanin oraz teksafiryn [348]. Ponadto, 
większość eksperymentalnie oraz klinicznie stosowanych PS opiera się na strukturze tetrapirolu 
[349]. Z tego grona pochodnych, ze względu na bardzo dobre właściwości fotofizyczne, 
zdecydowano się na wybór chloryny c z fragmentem cukrowym, która została zsyntezowana 
w grupie prof. Montfortsa [350]. Ponadto, amfifilowe własności tej pochodnej gwarantują 
wysoką wnikalność poprzez błonę komórkową do wnętrza komórek nowotworowych oraz 
dystrybucję w organizmie za sprawą układu krążenia [351,352]. Drugim badanym 
fotouczulaczem jest Foscan, związek oparty na pierścieniu chloryny który w 2000 roku został 
zatwierdzony przez FDA do stosowania w terapii fotodynamicznej w leczeniu raka 
płaskonabłonkowego głowy i szyi (SCCHN) [353]. Struktury wybranych pochodnych TSC 












































Ryc. 24 Struktury wybranych TSC (MS168, Dp44mT, 3-AP) oraz fotouczulaczy (chloryna c, Foscan). 
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Badania nad terapią kombinowaną rozpoczęto od ustalenia czasu inkubacji, 
optymalnego stężenia oraz kolejności podawanych związków. Bowiem, czynniki te mogą 
w istotny sposób wpływać na interakcje pomiędzy stosowanymi składowymi w tej terapii [354]. 
W rezultacie najlepszą metodą okazała się jednoczesna aplikacja pochodnych TSC oraz 
fotouczulaczy połączona z 24-godzinną inkubacją. Aplikowane stężenia badanych związków 
zostały wybrane w oparciu o wcześniejsze wyniki cytotoksyczności wobec komórek linii 
HCT116 i są wielokrotnością wartości wyliczonego dla nich parametru IC50. Następnie po 
wniknięciu badanych związków, komórki naświetlono światłem czerwonym o długości fali 660 
nm, stosując dawkę 12 J/cm2. Efekt cytotoksyczny wobec komórek raka jelita grubego badano 
po kolejnych 24 godzinach pzy pomocy testu MTS. Analizę interakcji stosowanych połączeń 
badanych pochodnych TSC oraz PS przeprowadzono przy pomocy programu CompuSyn, 
wyznaczając współczynnik kombinacji dla dawek powodujących 90 % zahamowanie wzrostu 
populacji komórek. 
Do tej pory najbardziej rozpowszechnioną metodą stosowaną przy ilościowej ocenie 
zjawiska synergii jest ta zaproponowana przez Chou i Talalay, opierająca się na tzw. równaniu 
mediany efektu (ang. Median Effect Equation). Model ten opiera się na czterech podstawowych 
równaniach Hendersona-Hasselbalcha, Michaelisa-Mentena, Hilla i Scatcharda, które opisują 








gdzie: D – dawka leku, 
fa – ilość populacji na którą oddziałuje dana dawka, 
fu – ilość populacji na którą nie oddziałuje dana dawka, 
Dm – dawka powodująca 50 % „efekt” 
m – współczynnik opisujący kształt krzywej dawka – efekt. 
 
Przykładowy wykres zależności efektu zahamowania wzrostu populacji komórek 
w odpowiedzi na terapię (fa), od stosowanej dawki pochodnej TSC - Dp44mT (oznaczone 
czerwonym kwadratem), Foscanu (oznaczona niebieskim kółkiem) oraz kombinacji obu 




Ryc. 25 Krzywa dawki i efektu dla Dp44mT oraz Foscanu. 
 
Na podstawie uzyskanych wyników z krzywych dawka-efekt dla pochodnych TSC oraz 
PS, za pomocą programu CompuSyn obliczono wartość współczynnika kombinacji - CI (ang. 
Combination Index). Jest to podstawowy parametr opisujący występujący rodzaj interakcji 








gdzie: D – dawka leku; Dx – dawka powodująca 50 % „efekt”. 
 
Przyjmuje się, że gdy wynik CI jest mniejszy od 1 obserwuje się synergię, w przypadku CI 
równego 1 - efekt addytywny, z kolei CI większe od wartości 1 oznacza antagonizm. Jednakże, 
w celu ustalenia, czy dane połączenie chemioterapeutyków ma charakter synergistyczny, 
koniecznym jest określenie kształtu krzywej dawka-efekt (parametr m) oraz siły działania 
(parametr Dm). Te dwa parametry można łatwo otrzymać z równania mediany efektu. Co 
istotne, ze względu na bezwymiarowy charakter parametru D, dawka może być wyrażona 
w dowolnych jednostkach. Warto również podkreślić, że ten sposób umożliwia analizę synergii 
leków o nieznanej strukturze, mechanizmie działania oraz masie cząsteczkowej [356,357]. 
Otrzymane wartości CI dla połączonego działania badanych pochodnych TSC - MS168, 
Dp44mT oraz 3-AP z fotouczulaczami z grupy chloryn podano w tabeli 18. Dodatkowo, analizę 
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interakcji wobec chloryny c oraz Foscanu przeprowadzono wobec związku referencyjnego, 
chelatora żelaza - deferoksaminy (DFO). 
 
Tabela 18. Wyliczone wartości współczynnika kombinacji dla badanych pochodnych TSC i PS 
Współczynnik kombinacji (CI)a chloryna c Foscan 
MS168 0,82± 0,17 0,60± 0,10 
Dp44mT 0,51± 0,10 0,26± 0,14 
3-AP 0,59± 0,13 0,35± 0,11 
DFO 1,13± 0,20 1,05± 0,19 
[a]dla Fa = 0,9; CI > 1 - antagonizm, CI = 1 - addytywność, CI < 1 – synergia. 
 
Analiza otrzymanych wyników wskazała na działanie synergistyczne w przypadku 
wszystkich stosowanych kombinacji pochodnych TSC z fotouczulaczami. Najwyższy efekt 
obserwowano dla połączonego działania pochodnej Dp44mT z Foscanem, gdzie wyliczony 
parametr CI wynosił 0,26. W przypadku kombinacji pochodnej 8-hydroksychinoliny (MS168) 
z Foscanem obserwowano ponad 2-krotnie wyższy współczynnik kombinacji (CI = 0,6). 
Podobną sytuację wykazano dla kombinacji pochodnych TSC z chloryną c. Najwyższy efekt 
obserwowano w przypadku pochodnej Dp44mT (CI = 0,51), podczas gdy połączone działanie 
MS168 z chloryną c wykazywało znacznie słabsze oddziaływanie synergistyczne (CI = 0,82). 
Z kolei, stosowanie chelatora żelaza - deferoksaminy (DFO) ujawniło działanie 
addytywne/antagonistyczne w przypadku kombinacji z obydwoma fotouczulaczami z grupy 
chloryn. Wyniki te są szczególnie interesujące, ponieważ badane PS są związkami 
egzogennymi, a ich stężenie jest niezależne od poziomu żelaza. W związku z tym mechanizm 
interakcji różni się od działania synergistycznego obserwowanego w terapii TSC-ALA-PDT 
[347]. Otrzymane wyniki przedstawiono również w postaci poligonogramu, który prezentuje 




Ryc. 26 Poligonogramy przedstawiające siłę i rodzaj oddziaływania pomiędzy pochodnymi TSC oraz 
DFO, a fotouczulaczami. Zielona kreska oznacza synergię, z kolei jej grubość moc oddziaływania. 
 
Jednymi z największych korzyści synergistycznego działania leków jest obniżenie 
dawki leków, które opisywane jest współczynnikiem redukcji dawki - DRI (ang. Dose-








gdzie: D – dawka leku; Dx – dawka powodująca 50 % „efekt”. 
 
Współczynnik ten dostarcza informacji na temat tego, ile razy można zmniejszyć dawkę 
każdego z leków, aby osiągnąć rezultaty, które są porównywalne do efektu ich działania 
oddzielnego. Takie działanie umożliwia minimalizację skutków ubocznych, przy 
jednoczesnym zachowaniu skuteczności stosowanych leków w terapii skojarzonej [356].  
Za pomocą oprogramowania CompuSyn wyliczono wartości współczynnika DRI dla 
pochodnych TSC w terapii kombinowanej z fotouczulaczami, dla uzyskania takiego samego 
efektu 90% skuteczności jak w przypadku stosowanego samego TSC. Jak pokazuje tabela 19, 
najwyższy efekt można uzyskać dla pochodnej MS168. W przypadku terapii kombinowanej 
z chloryną c prawie 16-krotne zmniejszenie dawki wywołuje efekt podobny do 90% 
skuteczności stosowanego samego związku. Z kolei, dla połączonego działania MS168-Foscan, 
efekt ten można uzyskać w wyniku 19-krotnego zmniejszenia dawki TSC. Równie wysoki 
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współczynnik DRI obserwowano dla pochodnej Dp44mT opartej na fragmencie ketonu di-2-
pirydylowego w terapii kombinowanej z Foscanem.  
 
Tabela 19. Wyliczone wartości współczynnika redukcji dawki dla badanych pochodnych TSC 
Współczynnik DRI dla chelatorówa chloryna c Foscan 
MS168 15,58 18,78 
Dp44mT 7,67 13,16 
3-AP 1,91 2,71 
[a]dla Fa = 0,9 
 
Podsumowując, obserwowany synergistyczny efekt pomiędzy badanymi pochodnymi TSC 
oraz fotouczulaczami w terapii PDT, może opierać się na indukcji stresu oksydacyjnego 
w komórkach. Takie działanie może być związane ze zdolnością obu grup związków do 
generowania reaktywnych form tlenu, a tym samym wpływu na komórkowy system obrony 
antyoksydacyjnej. Z kolei, wyjaśnieniem obserwowanego efektu addytywnego bądź 
antagonistycznego w przypadku stosowanego DFO w terapii PDT, jest brak możliwości 
uczestnictwa w reakcji Fentona. Wynika to z heksadentnego charakteru tego ligandu, który 
posiada zapełnioną sferę koordynacji, tym samym uniemożliwiając dostęp nadtlenkowi wodoru 
do centralnego atomu żelaza [239]. Co więcej, w wysokich stężeniach DFO jest znany ze 
swoich właściwości antyoksydacyjnych [358]. Jednakże, w celu dokładnego zweryfikowania 
tych hipotez przeprowadzono kolejne eksperymenty określające lokalizację badanych 
pochodnych TSC oraz PS w komórkach raka jelita grubego, a także ich wpływ na regulację 




3.1 Lokalizacja wewnątrzkomórkowa TSC i fotouczulaczy 
W celu określenia wewnątrzkomórkowej lokalizacji badanych pochodnych TSC oraz 
fotouczulaczy wykonano barwienie ze specyficznymi markerami wiążącymi się do 
mitochondriów. Warunkiem koniecznym poprawnego przeprowadzenia analizy kolokalizacji 
jest staranne dobranie odpowiednich barwników. W niniejszym eksperymencie ze względu na 
różną długość fali promieniowania wzbudzającego i emitowanego badanych pochodnych TSC 
oraz fotouczulaczy, zastosowano dwa markery fluorescencyjne. Analizę przeprowadzono po 
24-godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi w komórkach HCT116 przy pomocy 





Ryc. 27 Wewnątrzkomórkowa lokalizacja pochodnych TSC: MS168 (a), Dp44mT (b), 3-AP (c) oraz 
fotouczulaczy: chloryny c (d), Foscanu (e) w komórkach linii HCT116. Panel I - fluorescencja badanych 
pochodnych; Panel II - fluorescencja stosowanego markera do wybarwienia mitochondriów 
(MitoTracker Orange w przypadku TSC, MitoTracker Green w przypadku PS); Panel I+II - nałożenie 
odpowiednich obrazów. Skala = 50 μm. 
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Po inkubacji z wszystkimi trzema pochodnymi TSC obserwowano niebieski sygnał 
fluorescencji w komórkach. Do analizy kolokalizacji z tymi związkami użyto barwnika 
Mitotracker Orange, którego maksimum absorpcji występuje przy 554 nm, a emisji przy 576 
nm. Analiza nałożonych zdjęć uzyskanych podczas rejestracji fluorescencji dla TSC oraz 
barwnika wskazała na lokalizację (kolor różowy) tych pochodnych w obrębie mitochondriów. 
Dodatkowo wydaje się, że pochodne TSC mogą wykazywać powinowactwo do innych struktur 
komórkowych, co potwierdzają inne doniesienia [271,359]. Z kolei, w przypadku inkubacji 
z fotouczulaczami z grupy chloryn, w komórkach obserwowano czerwony sygnał fluorescencji. 
Z tego względu, do wybarwienia mitochondriów użyto barwnika Mitotracker Green, którego 
widmo absorpcji charakteryzuje się maksimum występującym przy 490 nm, natomiast 
maksimum emisji obserwuje się przy 516 nm. Również, w tym przypadku analiza nałożonych 
obrazów wskazała na akumulację badanych fotouczulaczy w tych kompartmentach komórki, 
o czym świadczy żółty kolor.  
Uzyskane rezultaty w tym eksperymencie wskazują na lokalizację wszystkich badanych 
związków w mitochondriach. Wydaje się to kluczowe, z uwagi na ich możliwy 
komplementarny mechanizm działania oparty na wywoływaniu stresu oksydacyjnego 
w komórkach. Bowiem, jak wskazano w poprzednich badaniach, mechanizm działania 
pochodnych TSC może opierać się na generowaniu ROS w reakcji Fentona i Haber-Weissa, 
które wpływają na zdolność antyoksydacyjną komórek.  Ponadto, pochodne TSC poprzez swoje 
zdolności do chelatowania jonów żelaza, mogą wpływać na zmiany labilnej puli tego 
pierwiastka w mitochondriach. Z kolei, takie działanie może być powiązane z efektywnością 
terapii kombinowanej PDT. Jak wykazali Hugh i in, w przypadku stosowania fotouczulacza 
ftalocyjaninowego PC-4, poziom mitochondrialnego żelaza wpływał na ogólną skuteczność 
PDT w komórkach raka głowy i szyi (UMSCC1) [360]. Co więcej, mechanizm 
cytotoksyczności terapii PDT również opiera się na indukcji reaktywnych form tlenu. 
Mianowicie, absoprcja fotonów przez fotouczulacz dostarcza wystarczającej energii, aby ten 
ze swojego stanu podstawowego przeszedł do stanu trypletowego. W tym stanie może ulegać 
dalszym reakcjom, które prowadzą do przeniesienia energii z PS na tlen, co przyczynia się do 
powstawania silnie reaktywnego tlenu singletowego [361,362]. Ponadto, jak wykazał Chen 
i in., Foscan posiada silną zdolność do generowania anionorodnika ponadtlenkowego, co 
przedkłada się na jego wysoką skuteczność w stosowanej terapii [363]. Z uwagi na krótki okres 
półtrwania reaktywnych form tlenu, ich reakcje są bardzo szybkie i powodują uszkodzenia 
w pobliżu miejsca ich wytwarzania. Zatem, akumulacja związków w komórce odgrywa 
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kluczową rolę w skuteczności terapii fotodynamicznej [353,354]. Wszystkie te przesłanki, 
mogą skłaniać do ogólnego wniosku, że kombinacja pochodnych TSC z fotouczulaczami 
poprzez wspólne generowanie różnych form wolnych rodników, może wpływać na zdolność 
antyoksydacyjną komórek. Zmiany w ekspresji genów związanych z obroną antyoksydacyjną 
są typową odpowiedzią na leczenie różnymi cytostatykami, a także stosowaną terapię PDT 
[364,365].  
 
3.2 Wpływ TSC i fotouczulaczy na ekspresję genów związanych z obroną 
antyoksydacyjną 
Wpływ badanych pochodnych TSC, PS oraz ich kombinacji na ekspresję genów 
odpowiedzialnych za utrzymanie równowagi oksydacyjnej w komórkach oznaczono metodą 
PCR w czasie rzeczywistym w trzech niezależnych eksperymentach. Analizę przeprowadzono 
po 30-godzinach inkubacji z badanymi pochodnymi, w tym po 6 godzinach od naświetlenia 
komórek linii HCT116 światłem czerwonym - 660 nm w dawce 12 J/cm2. Dodatkowo analizę 
zmian ekspresji genów po traktowaniu badanymi pochodnymi i ich kombinacjami 
przeprowadzono w obecności neokuproiny (NCP), która jest wygaszaczem reaktywnych form 




Ryc. 28 Wpływ badanych pochodnych TSC, PS oraz ich kombinacji na ekspresję genów MnSOD, CAT 
w komórkach linii HCT116. Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD z trzech niezależnych 
eksperymentów. Dane analizowano przy pomocy testu-t Studenta: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
w porównaniu do kontroli (komórki naświetlone, nietraktowane). 
 
Analiza otrzymanych wyników ujawniła wzrost poziomu ekspresji obu badanych 
genów po traktowaniu komórek Foscanem. W przypadku inkubacji z drugim fotouczulaczem - 
chloryną c odnotowano znaczny wzrost poziomu ekspresji katalazy w komórkach 
w odniesieniu do kontroli. Odmienną sytuację wskazano dla MnSOD, gdzie obserwowano 
niewielki spadek poziomu tego genu. Dalsza analiza wskazała na znaczny wzrost poziomu 
ekspresji MnSOD i CAT w komórkach po inkubacji z badanymi pochodnymi TSC. 
W przypadku genu dysmutazy ponadtlenkowej dla obu pochodnych obserwowano ponad  
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2-krotne zwiększenie poziomu tego genu w komórkach. Z kolei, dla genu katalazy, najwyższy 
efekt obserwowano po inkubacji z Dp44mT, gdzie wykazano ponad 3-krotny wzrost poziomu 
ekspresji tego genu w komórkach w odniesieniu do kontroli. W przypadku stosowanych 
kombinacji TSC z PS zauważa się, że poziom badanych genów jest porównywalny do sytuacji 
z samymi fotouczulaczami. Wyniki te mogą wskazywać na fakt, iż obserwowane zmiany są 
obrazem odpowiedzi komórki rejestrowanej w tak krótkim czasie. Jak wspomniano wcześniej, 
eksperyment polegał na 24-godzinnej inkubacji z TSC i PS, naświetleniu i zbadaniu efektu po 
kolejnych 6 godzinach. Wydaje się, że diametralna zmiana systemu komórkowej równowagi 
redoks obserwowana jest w przeciągu tych 6 godzin od naświetlenia komórek. Kluczową rolę 
w tym efekcie odgrywają generowane ROS przez PS. Znajduje to odzwierciedlenie 
w uzyskanych wynikach wskazujących na brak różnic w ekspresji genów w odpowiedzi na 
monoterapię (PS) i terapię kombinowaną (PS+TSC). Jedynym wyjątkiem, jest kombinacja 
Dp44mT z Foscanem, gdzie obserwowano silniejszy wpływ na poziom ekspresji CAT 
w odniesieniu do samej terapii PDT. Warto zauważyć, że efekt ten korelował z wyliczonym CI. 
Ponadto należy zauważyć, że we wszystkich przypadkach w obecności NCP widoczny jest 
znaczy spadek poziomu ekspresji obu badanych genów w komórkach raka jelita grubego. 
Podsumowując, uzyskane rezultaty w tym eksperymencie wskazują, że zastosowanie 
kombinacji dwóch związków, które generują reaktywne formy tlenu, może wpływać na 
załamanie komórkowego potencjału redoks. Pochodne TSC w wyniku chelatowania jonów 
metali generują ROS, wpływając początkowo na zwiększenie ekspresji elementów systemu 
obrony antyoksydacyjnej, których zadaniem jest zmniejszenie stężenia wolnych rodników 
w komórce. Nieznacznie niższy efekt obserwuje się w przypadku badanych fotouczulaczy. 
Zwiększona produkcja wolnych rodników w mitochondriach powoduje zwiększenie stężenia 
nadtlenku wodoru, co prowadzi do zwiększenia ekspresji CAT, odpowiedzialnej za 
detoksykację tej formy nierodnikowej ROS [366]. Zatem, obniżenie ekspresji tych genów przez 
pochodne TSC może wpływać na zwiększenie efektywności terapii. Ponadto jak wykazano we 
wcześniejszych badaniach, takie działanie wydaje się kluczowe dla załamania obrony 
antyoksydacyjnej komórki, w efekcie czego dochodzi do indukcji apoptotycznych szlaków 
sygnalizacyjnych. Z drugiej strony, w przypadku fotouczulaczy obserwowany zwiększony 





3.3 Wpływ TSC i fotouczulaczy na peroksydację lipidów 
Załamanie wewnątrzkomórkowego potencjału redoks poprzez znaczne obniżenie ekspresji 
genów odpowiedzialnych za obronę antyoksydacyjną może prowadzić do indukcji stresu 
oksydacyjnego, który wywołuje wiele uszkodzeń komórkowych. Jednymi z najbardziej 
podatnych komponentów na uszkodzenia wywołane generowaniem ROS są błony komórkowe 
[101]. W nich dochodzi do procesu peroksydacji lipidów wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych (PUFA), co może prowadzić do zmian w przepuszczalności i płynności 
dwuwarstwy lipidowej. Takie działanie w efekcie końcowym prowadzi do utraty integralności 
błon komórkowych, w tym również mitochondrialnych [368,369]. Głównymi produktami 
procesu utleniania lipidów są wodoronadtlenki lipidów oraz powstające jako produkty uboczne 
aldehydy, takie jak malonylodialdehyd (MDA), propanal, heksanal oraz 4-hydroksynonenal. 
Obecnie, MDA jest szeroko stosowanym markerem procesu peroksydacji lipidów [368]. 
Wpływ badanych pochodnych TSC, PS oraz ich kombinacji na procesy utlenienia 
lipidów w komórce monitorowano przy pomocy kolorymetrycznej metody TBARS (ang. 
Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Metoda ta oparta jest na reakcji powstającego 
w procesie peroksydacji lipidów - MDA z kwasem tiobarbiturowym w kwasowym środowisku 
i temperaturze 90 °C. Ilość powstałego w reakcji produktu jest oznaczona 
spektrofotometrycznie oraz proporcjonalna do stężenia MDA w badanej próbce. Analizy 
przeprowadzono po 27-godzinach inkubacji z badanymi związkami, w tym po 3 godzinach od 
naświetlenia komórek linii HCT116 światłem czerwonym - 660 nm w dawce 12 J/cm2. 





Ryc. 29 Wpływ badanych pochodnych TSC, PS oraz ich kombinacji na peroksydację lipidów 
w komórkach linii HCT116. Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD z trzech niezależnych 
eksperymentów. Dane analizowano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem 
post-hoc Bonferroniego: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w porównaniu do kontroli (komórki 
naświetlone, nietraktowane). 
 
Analiza otrzymanych wyników ujawniła, że po traktowaniu komórek badanymi 
kombinacjami TSC z fotouczulaczami obserwowany jest znacznie wyższy poziom stężenia 
malonylodialdehydu w odniesieniu do samych TSC. W przypadku stosowanych fotouczulaczy, 
można zauważyć ciekawe zależności. Po inkubacji z Foscanem obserwowano znaczny wzrost 
stężenia malonylodialdehydu w odniesieniu do komórek kontrolnych. Podobny efekt 
obserwowano w przypadku chloryny c, lecz w znacznie mniejszym stopniu. Wytłumaczeniem 
tego faktu, może być wyższa fotocytotoksyczność Foscanu wobec komórek raka jelita grubego, 
niż w przypadku chloryny c. Z drugiej strony, dla kombinacji TSC z chloryną c odnotowano 
większy wzrost stężenia produktu peroksydacji lipidów w odniesieniu do monoterapii PDT. 
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W przypadku kombinacji pochodnych TSC z Foscanem, wyższy efekt peroksydacji lipidów 
wskazano jedynie dla niskich stężeń aplikowanych składowych. Uzyskane rezultaty mogą być 
związane z obserwowanym efektem śmiertelnym w komórkach po zastosowaniu wysokich 
stężeń TSC+Foscan. 
Powstające addukty MDA w reakcji peroksydacji lipidów mogą odgrywać dalszą rolę 
w progresji śmierci komórkowej. Albowiem malonylodialdehyd może wchodzić w reakcje 
z białkami przekształcając reszty aminokwasowe w pochodne karbonylowe. Ponadto, 
oddziaływanie z DNA, może prowadzić do wielu uszkodzeń helisy, a w konsekwencji do 
hamowania procesów replikacji oraz transkrypcji DNA [368]. Najnowsze badania wskazują, 
że akumulacja produktów peroksydacji lipidów może być przyczyną śmierci komórkowej 
















W ramach niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono analizę aktywności antyproliferacyjnej 
dla 103 nowych pochodnych tiosemikarbazonu zsyntezowanych przez mgr Martę Rejmund 
z Zakładu Chemii Organicznej. Ponadto, przeprowadzono dodatkową charakterystykę dla 
7 najbardziej aktywnych pochodnych TSC zawierających fragment chinoliny lub di-
pirydylowy, otrzymanych przez dr inż. Macieja Serdę. Łącznie przebadano 110 związków 
wobec różnych typów komórek nowotworowych. Wszystkie nowo zsyntezowane pochodne 
zostały scharakteryzowane pod względem aktywności biologicznej wobec dwóch linii komórek 
raka jelita grubego - HCT116 typu dzikiego oraz mutantów z nokautem genu TP53. Dla 
związków wykazujących w tych testach wysoką aktywność, rozszerzono profil badań 
o oznaczenia wobec komórek dwóch linii glejaków (U-251, Hs 683) oraz raka piersi - MCF-7. 
Dla wszystkich nowo zsyntezowanych związków wykazujących aktywność biologiczną 
poniżej 25 μM wykonano testy cytotoksyczności wobec komórek prawidłowych fibroblastów, 
celem określenia ich selektywności. Dla wspomnianych związków zsyntezowanych przez 
dr inż. Serdę, wykonano oznaczenia względem komórek raka piersi. 
Analiza cytotoksyczności ujawniła, że zdecydowana większość pochodnych 
tiosemikarbazonu opartych na fragmentach chinoliny, 8-hydroksychinoliny, ketonu di-2-
pirydylowego, pirydyno-2-karboksyaldehydu oraz 3-aminopirydyno-karboksyaldehydu 
charakteryzuje się wysoką aktywnością biologiczną wobec badanych komórek linii 
nowotworowych. Ponadto, analiza zależności struktura aktywność wskazała, że dołączenie 
grupy trifluorometylowej lub atomów halogenu do terminalnego pierścienia aromatycznego 
skutkuje poprawą aktywności biologicznej. Z kolei, modyfikacje w obrębie pierścienia 
pirydylowego, polegające na wprowadzeniu atomu bromu lub grupy hydroksylowej prowadzą 
do spadku aktywności i selektywności. Wskazano również, że w przypadku pochodnych 
opartych na pierścieniach fenolu, metoksyfenolu, fluorobenzenu, nitrobenzenu utrata 
aktywności biologicznej wobec badanych komórek raka jelita grubego, wiązała się z brakiem 
heteroatomu w pierścieniu oraz prawdopodobnie utratą zdolności do kompleksowania jonów 
metali. 
W kolejnym etapie wybrano 9 najbardziej aktywnych związków do dalszych mających 
na celu wyjaśnienie molekularnego mechanizmu działania pochodnych TSC oraz ich 
możliwego zastosowania w terapiach opartych na wywołaniu stresu oksydacyjnego. 
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W tym celu, najpierw określono wpływ jonów metali - żelaza oraz miedzi na 
cytotoksyczność badanych pochodnych TSC wobec komórek raka jelita grubego oraz piersi. 
Wyniki wskazały na dwa możliwe mechanizmy oddziaływania pochodnych TSC z badanymi 
jonami. Mianowicie wykazano, że ogólny efekt cytotoksyczności tych pochodnych 
obserwowany w obecności jonów żelaza może wiązać się z ich zdolnościami do chelatowania 
jonów metali, a także wynikać z wrażliwości komórek na zmiany stężenia żelaza oraz 
reaktywnych form tlenu. Z kolei, w obecności jonów miedzi potwierdzono właściwości 
jonoforyczne badanych pochodnych.  
Następnie przeprowadzono szereg badań określających wpływ TSC na zaburzenie 
potencjału redoks w komórkach oraz indukcję śmierci komórkowej poprzez apoptozę. 
Najpierw wykonano testy określające generowanie reaktywnych form tlenu w komórkach raka 
jelita grubego, które potwierdziły wcześniejsze doniesienia dla tej klasy związków. Ponadto, 
analiza ilościowa ujawniła, wzrost stężenia reaktywnych form tlenu w komórkach, z maksimum 
po 12 godzinach od aplikacji badanych pochodnych. Obserwowany efekt wiązał się 
z odpowiedzią komórki na zaburzenie równowagi redoks, co ujawnił spadek poziomu zasobów 
glutationu - głównego elementu systemu antyoksydacyjnego po 24 godzinach od aplikacji 
badanych pochodnych. Ponadto, przeprowadzona analiza ekspresji genów odpowiedzialnych 
za utrzymanie równowagi oksydacyjnej ujawniła początkowy wzrost, a następnie drastyczny 
spadek poziomu genów MnSOD i CAT po inkubacji z badanymi pochodnymi. Takie 
zachowanie komórki świadczy o początkowej walce o utrzymanie prawidłowej homeostazy. 
Jednakże, z czasem inkubacji, badane pochodne powodują załamanie komórkowego potencjału 
antyoksydacyjnego komórek w połączeniu z generowaniem ROS. Jak wskazano, efekt ten 
silnie korelował z aktywnością antyproliferacyjną badanych pochodnych względem raka jelita 
grubego. Z tego względu, można wnioskować, że udział pochodnych TSC w reakcjach Fentona 
i Haber-Weissa, oraz wpływ na zakłócenie obrony systemu antyoksydacyjnego komórki są 
głównymi mechanizmami działania tych związków, prowadzącymi do indukcji apoptozy. 
Uruchomienie szlaków odpowiedzialnych za wywołanie apoptozy, potwierdzono przy pomocy 
analizy ekspresji genu Ndrg1, a także białek zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego 
oraz indukcję tego typu śmierci komórkowej. Pomimo silnego związku pomiędzy 
metabolizmem żelaza, a aktywacją białka p53, wszystkie badane związki wyzwalały apoptozę 
komórek poprzez aktywację białka p21, na drodze niezależnej od p53. Ponadto, 
przeprowadzona analiza cyklu komórkowego ujawniła zablokowanie przejścia pomiędzy 
fazami G1/S po inkubacji z wszystkimi 9 badanymi TSC, a także pomiędzy fazami G2/M po 
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traktowaniu pochodnymi TSC opartymi na szkielecie 8-hydroksychinoliny. Dla wszystkich 
badanych związków, potwierdzono również zdolność do oddziaływania z DNA na drodze 
interkalacji, co może indukować uszkodzenia kwasów nukleinowych. 
 W ramach niniejszej pracy doktorskiej, zbadano również możliwość stosowania 
pochodnych TSC jako adjuwantów w terapii fotodynamicznej PDT, która również opiera się 
na generowaniu reaktywnych form tlenu. Testy zostały przeprowadzone dla trzech związków 
TSC oraz dwóch fotouczulaczy z grupy chloryn. Otrzymane wyniki potwierdziły działanie 
synergistyczne dla wszystkich stosowanych połączeń pochodnych TSC oraz PS. W kolejnym 
etapie badań potwierdzono możliwy mechanizm działania synergistycznego, wskazując na 
podobną akumulację badanych składowych w komórce oraz możliwość generowania różnych 
reaktywnych form tlenu, które wpływają na zaburzenie potencjału antyoksydacyjnego komórki. 
Ponadto, potwierdzono działanie cytotoksyczne generowanych ROS przez TSC+PS na 
komórkę, poprzez oznaczenie produktów peroksydacji lipidów, które odgrywają istotną rolę 
w progresji śmierci komórkowej. Zatem, uzyskane wyniki wskazały na komplementarny 
mechanizm działania pochodnych TSC oraz PS oparty na wywołaniu stresu oksydacyjnego.  
 Chelatory żelaza stanowią ważną grupę środków przeciwnowotworowych. Dwa 
związki z tej grupy znajdują się obecnie w fazie badań klinicznych. Kolejne pochodne, w tym 
uwzględnione w niniejszej pracy mają szansę również wkroczyć w tę fazę badań. Tymczasem 
brak pełnych informacji na temat mechanizmów działania znacznie utrudnia badania 
implementacyjne. Dlatego tematyka podjęta w tej pracy stanowi ważny czynnik poznania 
biochemii związków z tej klasy. Otrzymane wyniki mogą przyczynić się w znacznym stopniu 
do kolejnej fazy badań w warunkach in vivo. Potwierdzony w ramach badań wielowątkowy 
mechanizm działania stawia w nowym świetle możliwości stosowania chelatorów żelaza jako 
samodzielnych leków lub w połączeniu z innymi w ramach terapii kombinowanych. Ponadto 
opisane zależności struktura-aktywność mogą służyć jako wskaźniki do projektowania nowych 







V. CZĘŚĆ EKSPERYMENTALNA 
1. Aparatura 
Pomiary spektrofotometryczne zostały wykonane na spektrofotometrze U-2900 (Hitachi), 
czytniku płytek wielodołkowych Synergy4 (Bio-Tek) oraz NanoDrop 2000 (ThermoFisher). 
Do oceny morfologii komórek niezbędnej do prowadzenia hodowli wykorzystano mikroskop 
odwrócony Olympus CKX31. 
Liczba komórek niezbędna do posiewów była ustalana za pomocą licznika komórek TC10 (Bio-
Rad). 
Obrazy komórek wybarwionych uzyskano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego 
Olympus IX81 wyposażonego w kamerę Hamamatsu C10600 oraz komorę inkubacyjną, 
a także przy pomocy systemu konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej Olympus 
Fluoview FV1000 sprzężonej z mikroskopem odwróconym Olympus IX81. 
Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w termocyklerze C1000 Touch™ Thermal 
Cycler (Bio-Rad). 
Reakcję PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono na urządzeniu CTX96 Touch™ Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad). 
Chemiluminescencyjną detekcję białek na membranie nitrocelulozowej wykonano na 
transiluminatorze ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad). 
Badania dotyczące cyklu komórkowego oraz detekcji apoptozy przeprowadzono 
z wykorzystaniem cytometrii przepływowej na urządzeniu Muse Cell Analyzer (Millipore). 
Ponadto korzystano ze standardowego wyposażenia pracowni biologicznych niezbędnego do 
utrzymania hodowli komórkowej in vitro. 
 
2. Odczynniki wykorzystywane w badaniach in vitro 
5-fluorouracyl (Sigma-Aldrich), bufor do elektroforezy SDS-Page - NuPAGE™ Running 
Buffer (10X) (ThermoFisher), bufor do transferu białek na membranę - NuPAGE Transfer 
Buffer (20X) (ThermoFisher), buforowany roztwór soli fizjologicznej - Dulbecco’s Phosphate 
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Buffered Saline (PBS) bez jonów Ca2+ i Mg2+ (Sigma-Aldrich), chemiluminescencyjny 
odczynnik do detekcji białek - SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo 
Scientific), chloroform (POCH), Deferazyroks (Sigma-Aldrich), dimetylosulfotlenek – DMSO 
(POCH), dodecylosiarczan sodu – SDS (Sigma-Aldrich), Doksorubicyna (Sigma-Aldrich), 
EDTA (ThermoFisher), etanol 99,9% (POCH), gentamycyna (Roth), Irynotekan (Sigma-
Aldrich), izopropanol (POCH), koktail inhibitorów fosfataz - Halt Phosphatase Inhibitor 
Cocktail (Thermo Scientific), koktail inhibitorów proteaz - Halt Protease Inhibitor Cocktail 
(Thermo Scientific), kwas 2-tiobarbiturowy - TBA (Sigma-Aldrich), kwas 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoesowy) (DNTB) (Sigma-Aldrich), kwas solny – HCl (POCH), kwas sulfosalicylowy 
(Sigma-Aldrich), kwas trichlorooctowy - TCA (Sigma-Aldrich), metanol (POCH), nadsiarczan 
amonu - APS (ThermoFisher), nadtlenek wodoru - H2O2 (POCH), N,N,N′,N′-
tetrametyloetylenodiamina - TEMED (ThermoFisher), neokuproina (2,9-dimetylo-1,10-
fenantrolina, NCP) (Sigma-Aldrich), obciążnik próbek do elektroforezy SDS-Page - 
NuPAGE™ LDS Sample Buffer 4× (ThermoFisher), odczynnik do barwienia jąder - Hoechst 
33342 (Molecular Probes™), odczynnik do barwienia mitochondrów MitoTracker® Orange 
CMTMRos oraz MitoTracker® Green FM (Molecular Probes™), odczynnik do detekcji 
apoptozy - Annexin V & Dead Cell Kit (Millipore), odczynnik do detekcji reaktywnych form 
tlenu - CellROX® Green Reagent (Molecular Probes™), odczynnik do izolacji białek - RIPA 
buffer (Thermo Scientific), odczynnik do izolacji RNA z hodowli komórkowych - TRIzol 
Reagent (Ambion), odczynnik do pomiaru stężenia białka - Micro BCA™ Protein Assay Kit 
(Thermo Scientific), odczynnik do pomiaru odsetek komórek znajdujących się 
w poszczególnych fazach cyklu komórkowego -  Muse Cell-Cycle Kit (Millipore), odczynnik 
do odwrotnej transkrypcji - GoScript™ Reverse Transcriptase kit (Promega), odczynnik do 
techniki PCR w czasie rzeczywistym - PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Applied 
Biosystems) oraz SYBR Green Mix (Bio-Rad), odczynnik do testu MTS - CellTiter 96®AQueous 
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega), Oksaliplatyna (Sigma-Aldrich), 
oligonukleotydy - Oligo(dT)20 Primers (ThermoFisher) oraz Oligo(dT)23 Primers (Sigma-
Aldrich), paraformaldehyd (Sigma-Aldrich), pożywka hodowlana - Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium F-12 (DMEM) z czerwienią fenolową oraz bez czerwieni fenolowej (Sigma-
Aldrich), przeciwciała pierwszorzędowe oraz drugorzędowe skoniugowane z peroksydazą 
chrzanową katalizującą reakcję luminescencyjną (Cell Signaling), reduktaza glutationu (GR) 
(Sigma-Aldrich), resweratrol (Sigma-Aldrich), standardowy DNA wyizolowany z grasicy 
cielęcej (ang. calf-thymus DNA - CT-DNA), surowica płodów wołowych – FBS (ang. fetal 
bovine serum) (Gibco), środek redukujący mostki disiarczkowe - ditiotreitol (DTT) 
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(ThermoFisher), Triapina (tiosemikarbazon 3-aminopirydyno-2-karboksyaldehydu, 3-AP) 
(Sigma-Aldrich), Tris (ThermoFisher), Triton-X (Sigma-Aldrich), trypsyna r-r EDTA (Sigma-
Aldrich), Tween-20 (Sigma-Aldrich), woda o wysokiej czystości do biologii molekularnej 
(ThermoFisher), wodorotlenek sodu - NaOH (POCH), zredukowany fosforan dinukleotydu β-
nikotynoamidoadeninowego - β-NADPH (Sigma- Aldrich). 
 
3. Linie komórkowe 
Badania aktywności biologicznej związków wykonano na panelu nowotworowych linii 
komórkowych:  
HCT116 p53+/+ - ludzki gruczolakorak jelita grubego (okrężnicy) typ dziki 
HCT116 p53-/- - ludzki gruczolakorak jelita grubego (okrężnicy) z nokautem genu TP53, 
kodującego białko p53 
MCF-7 - ludzki gruczolakorak piersi 
U-251 - ludzki glejak wielopostaciowy mózgu 
Hs 683 - ludzki glejak mózgu 
W badaniach wykorzystano również linię komórek prawidłowych typu fibroblast - NHDF, 
wyizolowanych ze skóry. 
Linie komórkowe HCT116 p53+/+, MCF-7, Hs 683 zostały pozyskane z banku komórek ATCC. 
Linię komórkową HCT116 p53-/- pozyskano z Centrum Onkologii - Instytut im. Marii 
Skłodowskiej-Curie (Oddział w Gliwicach). Natomiast linie komórkową U-251 zakupiono 
z Sigmy-Aldrich, a NHDF z PromoCell. 
 
4. Hodowla komórkowa 
Hodowle komórkowe prowadzono w warunkach jałowych, w sterylnych, jednorazowych 
butelkach hodowlanych 75 cm3 (Nunc). Komórki hodowano w kompletnym medium 
wzrostowym DMEM F-12, wzbogaconym inaktywowaną termicznie surowicą płodów 
wołowych (FBS) - 12 % v/v w przypadku linii nowotworowych HCT116, MCF-7, U-251, 
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Hs 683, oraz nieinaktywowaną surowicą - 15 % v/v dla linii prawidłowej NHDF. Ponadto 
medium zawierało antybiotyk gentamycynę w standardowych ilościach (100 μg/mL pożywki). 
Hodowle komórkowe prowadzono w standardowych warunkach inkubatorach CO2 
(temperatura 37 °C, 5 % CO2, 95 % wilgotności względnej). Hodowlę komórkową 
utrzymywano w fazie wzrostu logarytmicznego poprzez regularne pasażowanie przy użyciu 
0,05 % roztworu trypsyny, po osiągnięciu przez hodowlę ok. 80 % konfluencji. 
 
5. Ocena cytotoksyczności badanych pochodnych 
Ocenę toksyczności badanych związków przeprowadzono przy pomocy kolorymetrycznego 
testu MTS. W tym celu komórki wysiano na 96-dołkowe płytki w liczbie odpowiedniej dla 
danej linii komórkowej oraz czasu inkubacji z badanymi pochodnymi (Tabela 20.), a następnie 
inkubowano przez 24 godziny w 37 °C, 5 % CO2. Po tym czasie, wzrastające stężenia badanych 
związków podano na płytki, a komórki poddano 72 lub 96 - godzinnej inkubacji. Roztwory 
wyjściowe przygotowano w DMSO, a następnie rozcieńczono medium hodowlanym, tak aby 
końcowe stężenie DMSO nie przekroczyło 0,2 %. Komórki (nietraktowane) w medium 
hodowlanym przyjęto jako kontrole. Po 72 lub 96 godzinach inkubacji z badanymi związkami 
przeprowadzono test MTS, polegający na dodaniu 20 μL barwnika (TheCellTiter 96®AQueous 
One Solution – MTS) do dołków zawierających 100 μL medium bez czerwieni, następnie 
płytkę umieszczano na godzinę w 37 °C. Po tym czasie zmierzono absorbancję powstałego 
formazanu przy długości fali 490 nm, za pomocą czytnika płytek wielodołkowych Synergy4. 
Procent żywych komórek wyliczano porównując wartość absorbancji prób badanych 
z wartością absorbancji kontroli (komórki nietraktowane związkami). Absorbancje kontroli 
przyjmowano za 100%. Uzyskane wyniki z 4-5 niezależnych eksperymentów, w 3 
powtórzeniach każdy, przedstawiono w formie wartości IC50 (stężenie związku, które 





Tabela 20. Warunki hodowli komórek w zależności od linii komórkowej i czasu inkubacji 
Linia komórkowa Ilość komórek Czas inkubacji 
HCT116, MCF-7, U-251, Hs 683 5 000 komórek/dołek 72 godziny 
NHDF 4 000 komórek/dołek 72 godziny 
HCT116, MCF-7 3 500 komórek/dołek 96 godzin 
NHDF 3 000 komórek/dołek 96 godzin 
 
6. Badanie mechanizmu działania wybranych pochodnych tiosemikarbazonu 
6.1 Ocena cytotoksyczności badanych pochodnych w obecności jonów metali 
Komórki linii HCT116 oraz MCF-7 wysiano na 96-dołkowe płytki w ilości 3 500 
komórek/dołek, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C, 5 % CO2. Po tym czasie, 
wzrastające stężenia badanych związków wraz z roztworami 20 μM CuSO4, FeSO4 lub FeCl3 
podano na płytki, a komórki poddano 96 - godzinnej inkubacji. Roztwory wyjściowe 
przygotowano w DMSO, a następnie rozcieńczono medium hodowlanym, tak aby stężenie 
DMSO nie przekroczyło 0,2 %. Komórki (nietraktowane) oraz komórki zawierające roztwory 
20 μM CuSO4, FeSO4 lub FeCl3 przyjęto jako kontrole. Po 96 godzinach inkubacji z badanymi 
związkami przeprowadzono test MTS. Procent żywych komórek wyliczano porównując 
wartość absorbancji prób badanych z wartością absorbancji kontroli (komórki nietraktowane 
związkami). Uzyskane wyniki z 3-4 niezależnych eksperymentów, w 3 powtórzeniach każdy, 
przedstawiono w formie wartości IC50 wyliczonych przy pomocy programu GraphPad Prism 5. 
 
6.2 Wpływ TSC na generowanie reaktywnych form tlenu 
6.2.1 Zdjęcia mikroskopowe 
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na płytki 8-dołkowe (Lab-Tek) przeznaczone do 
hodowli preparatów mikroskopowych w ilości 50 000 komórek/dołek, a następnie inkubowano 
przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano świeżo przygotowane roztwory pochodnych 
TSC w stężeniach odpowiadających 2-krotnej wartości IC50, a komórki poddano 24 - godzinnej 
inkubacji. Roztwory przygotowano w sposób analogiczny jak w teście MTS (rozdział 5). 
Komórki nietraktowane stanowiły kontrole. Dodatkowo jako kontrolę pozytywną przyjęto 
komórki traktowane 100 μM roztworem H2O2 (inkubowane 15 minut). Po 24 godzinach dołki 
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przepłukano buforem PBS, a następnie dodano do nich 5 μM roztworu odczynnika CellROX® 
Green Reagent (λex=485 nm, λem=520 nm) i inkubowano 30 minut w temperaturze 37 °C. Po 
tym czasie komórki przepłukano PBS i dodano medium bez czerwieni fenolowej. Obserwacje 
prowadzono pod odwróconym mikroskopem fluorescencyjnym Olympus IX81 wyposażonym 
w komorę inkubacyjną, w świetle przechodzącym oraz po wzbudzeniu filtrem FITC 
przepuszczającym promieniowanie 520 nm. 
 
6.2.2 Określenie poziomu generowania reaktywnych form tlenu w zależności od 
czasu  
Komórki linii HCT116 p53+/+ oraz MCF-7 wysiano na 96-dołkowe płytki w ilości 9 000 
komórek/dołek, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano 
świeżo przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu o stężeniu 1 μM oraz 
doksorubicynę w stężeniu 5 μM, a komórki poddano 3, 6, 9, 12 i 24 - godzinnej inkubacji 
w kinetycznym eksperymencie. Roztwory przygotowano w sposób analogiczny jak w teście 
MTS. Komórki nietraktowane stanowiły kontrole. Dodatkowo jako kontrolę pozytywną 
przyjęto komórki traktowane 100 μM roztworem H2O2 (inkubowane 15 minut). Po 
odpowiednim czasie inkubacji, usuwano medium, następnie do każdego dołka dodano po 5 μM 
roztworów CellROX® Green Reagent oraz Hoechst 33342 i inkubowano 30 minut 
w temperaturze 37 °C. Po tym czasie, pomiar fluorescencji prowadzono przy odpowiednich 
długościach fali wzbudzenia i emisji (CellROX® Green Reagent - λex=485 nm, λem=520 nm; 
Hoechst 33342 - λex=345 nm, λem=485 nm) za pomocą czytnika płytek wielodołkowych 
Synergy4. Ilość komórek w poszczególnych dołkach oznaczono za pomocą barwnika Hoechst 
33342, po czym uzyskane wyniki znormalizowano do komórek nietraktowanych. Następnie, 
procent poziomu reaktywnych form tlenu wyliczano porównując wartość fluorescencji prób 
badanych do próby kontrolnej. Wartość fluorescencji kontroli przyjmowano za 100%. 
Uzyskane wyniki pochodzą z 3-4 niezależnych eksperymentów. 
 
6.3 Wpływ TSC na poziom wewnątrzkomórkowego glutationu w zależności od czasu  
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 500 000 
komórek/dołek, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano 
świeżo przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu o stężeniu 1 μM oraz 
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doksorubicynę w stężeniu 5 μM, a komórki poddano 3, 6, 9, 12 i 24 - godzinnej inkubacji 
w kinetycznym eksperymencie. Roztwory przygotowano w sposób analogiczny jak w teście 
MTS. Komórki nietraktowane stanowiły kontrole. Poziom wewnątrzkomórkowego glutationu 
określono metodą opisaną przez Rahman i in., 2006 [312]. Po odpowiednim czasie inkubacji, 
komórki przemywano dwukrotnie buforem PBS, następnie trypsynizowano 0,05 % roztworem 
Trypsyna-EDTA. Następnie zawiesinę komórek zwirowano przy 1 000 x g przez 5 minut i 4 °C, 
usunięto supernatant i komórki zawieszono w roztworze lizującym (0,1% Triton-X i 0,6% kwas 
sulfosalicylowego w buforze fosforanowym). Kolejno, zawiesinę komórek sonikowano na 
lodzie przez 2-3 minuty, po czym dwukrotnie zamrażano w ciekłym azocie (-195,8 °C) 
i rozmrażano na lodzie, na koniec zwirowano przy 3 000 x g przez 4 minuty w 4°C. W ten 
sposób przygotowane lizaty w ilości 20 μL przenoszono na 96-dołkowe płytki. Następnie, 
świeżo przygotowane roztwory DNTB (0,67 mg/mL) oraz reduktazy glutationu (1,67 units/mL) 
dodano do każdego dołka i inkubowano przez 30 sekund. Po tym czasie, dodano β-NADPH 
(0,67 mg/mL) do każdego dołka, wymieszano i po chwili zmierzono absorbancję przy długości 
fali 412 nm, za pomocą czytnika płytek wielodołkowych Synergy4. Następnie, procent 
poziomu wewnątrzkomórkowego glutationu wyliczano porównując wartość absorbancji prób 
badanych z wartością absorbancji kontroli. Wartość absorbancji kontroli przyjmowano za 
100 %. Uzyskane wyniki pochodzą z 3-4 niezależnych eksperymentów.   
 
6.4 Wpływ TSC na ekspresję genów związanych ze stresem oksydacyjnym 
6.4.1 Projektowanie starterów do reakcji PCR 
Do projektowania starterów wykorzystano sekwencje mRNA badanych genów, 
opublikowanych w bazie NCBI. Sekwencje starterów wykorzystanych w reakcji PCR w czasie 
rzeczywistym zaprojektowano przy użyciu programu Primer 3. Sekwencje starterów 
dodatkowo zweryfikowano w programie Oligo 6.0. Syntezę starterów oraz ich oczyszczanie 






Tabela 21. Sekwencje zaprojektowanych starterów użytych do określenia ekspresji mRNA MnSOD, 
CAT, Ndrg1, β-aktyny 
Gen 
Numer sekwencji 
w bazie GenBank 
Starter Forward (5´→3´) Starter Reverse (5´→3´) 
MnSOD NM_001024465.1 AAACCTCAGCCCTAACGGTG CCAGGCTTGATGCACATCTTA 
CAT NM_001752.3 ACTGTTGCTGGAGAATCGGG AAGTCTCGCCGCATCTTCAA 
Ndrg1 NM_006096.3 GTCTCGGGAGATGCAGGATG TGTGGTTCATGCCGATGTCA 
β-aktyna NM_001101.3 CTCGCCTTTGCCGATCC GCTGGGGTGTTGAAGGTCTC 
 
6.4.2 Izolacja całkowitego RNA 
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 500 000 
komórek/dołek, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano 
świeżo przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu o stężeniu 1 μM oraz 
doksorubicynę w stężeniu 5 μM, a komórki poddano 12 i 24 - godzinnej inkubacji. Roztwory 
przygotowano w sposób analogiczny jak w teście MTS (rozdział 5). Komórki nietraktowane 
stanowiły kontrole. Po odpowiednim czasie inkubacji, wyizolowano całkowite komórkowe 
RNA za pomocą odczynnika TRIzol Reagent, będącego mieszaniną fenolu i izotiocyjanianu 
guanidyny. W tym celu usunięto medium, a następnie rozpoczęto lizę komórek poprzez dodanie 
1 mL odczynnika TRIzol Reagent (5 minut w temperaturze pokojowej). Całość przeniesiono 
do mikroprobówki, po czym do lizatów dodano po 0,2 mL chloroformu, inkubowano przez 
3 minuty w temperaturze pokojowej, a następnie zwirowano przy 12 000 x g przez 15 minut 
w 4 °C. Następnie zebrano górną warstwę wodną zawierającą RNA, dodano 0,5 mL alkoholu 
izopropylowego w celu precypitacji RNA (10 minut w temperaturze pokojowej) i zwirowano 
przy 12 000 x g przez 10 minut w 4 °C. Uzyskane RNA przepłukano 1 mL 75 % alkoholu 
etylowego i zwirowano przy 7 500 x g przez 5 minut. Następnie usunięto supernatant, a peletkę 
suszono na powietrzu przez maksymalnie 10 minut, po czym RNA rozpuszczono w 50 μL 
ddH2O-DEPC. W celu sprawdzenia ilości i jakości wyizolowanego RNA wykonano pomiary 





6.4.3 Odwrotna transkrypcja 
Do syntezy cDNA na matrycy całkowitego RNA wykorzystano komercyjny zestaw GoScript™ 
Reverse Transcriptase kit. Mieszaninę reakcyjną (I) dla pojedynczej próby przygotowano 
poprzez dodanie 5 μg wyizolowanego całkowitego RNA, 0,5 μL startera oligo(dT)23 o stężeniu 
3,5 μM, a następnie dopełniono ddH2O-DEPC do 5 μL. Mieszaninę poddano 5 minutowej 
inkubacji w temperaturze 70 °C, po czym natychmiast schłodzono na lodzie przez 5 minut, na 
koniec próbki zwirowano przez 10 sekund. Następnie przygotowano mieszaninę reakcyjną (II) 
poprzez dodanie 4 μL buforu reakcyjnego GoScript™ (5x stężony), 1 μL mieszaniny 
deoksynuleotydów dNTP (10mM), 2,4 μL MgCl2 (25 mM), 1 μL odwrotnej transkryptazy 
GoScript™, a następnie dopełniono ddH2O-DEPC do 15 μL. Obie mieszaniny połączono, 
tworząc mieszaninę reakcyjną o końcowej objętości 20 μL. Reakcję odwrotnej transkrypcji 
prowadzono za pomocą termocyklera C1000 Touch™ w następujących warunkach: 25 °C 
przez 5 minut, 42 °C przez 60 minut, 70 °C przez 15 minut, na koniec mieszaninę schłodzono 
na lodzie. Uzyskany w ten sposób cDNA wykorzystano w łańcuchowej reakcji polimerazy 
w czasie rzeczywistym. 
 
6.4.4 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym 
Reakcję PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano na płytkach 96-dołkowych w aparacie 
CTX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System. W skład mieszaniny reakcyjnej o objętości 
10 µL na pojedynczą reakcję wchodził 1 µL uzyskanej matrycy (cDNA), 5 µL zestawu 
PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (2x stężony), po 0,5 µL starterów forward i reverse (20 
μM każdy) oraz 3 µL ddH2O. Reakcję PCR prowadzono w następujących warunkach: 
początkowa denaturacja - 95 °C przez 120 sekund, a następnie powtórzono w 40 cyklach: 
denaturacja - 95 °C przez 15 sekund; przyłączanie starterów 60 °C - 30 sekund; wydłużanie - 
72 °C - 60 sekund. Następnie dokonywano oceny temperatury topnienia otrzymanych 
produktów z dokładnością do 0,1 ºC/s. Każdą próbkę cDNA amplifikowano w trzech 
powtórzeniach. Uzyskane wyniki analizowano w odniesieniu do genu referencyjnego (β-
aktyna) amplifikowanego z tego samego cDNA, na podstawie metody 2-ΔΔCT opisanej przez 
Livak i Schmittgen, 2001 [371]. Analizę ekspresji genów przeprowadzono w oprogramowaniu 




6.5 Wpływ TSC na regulację cyklu komórkowego 
Komórki linii HCT116 p53+/+, MCF-7, U-251 wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) 
w ilości 250 000/szalkę, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, 
dodano świeżo przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu o stężeniu 1 μM oraz 
doksorubicynę w stężeniu 5 μM. Roztwory przygotowano w sposób analogiczny jak w teście 
MTS (rozdział 5). Komórki nietraktowane stanowiły kontrole. Po 48 godzinach inkubacji, 
komórki przepłukano PBS, trypsynizowano 0,05 % roztworem Trypsyna-EDTA, a następnie 
zawieszono w medium i zwirowano przy 300 g przez 5 minut. Po usunięciu supernatantu, 
komórki zawieszono w PBS i ponownie zwirowano w tych samych warunkach. Otrzymaną 
peletkę zawieszono w 50 μL PBS, po czym utrwalono w 1 mL 70 % lodowatego etanolu przez 
noc w -20 °C. Po tym czasie, komórki zwirowano przy 300 g przez 5 minut, następnie 
zawieszono w 250 μL PBS i ponownie zwirowano w tych samych warunkach. Otrzymaną 
peletkę komórek zawieszono w 200 μL odczynnika Muse™ Cell Cycle Reagent, zawierającego 
jodek propidyny, po czym inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej w warunkach 
zredukowanego natężenia światła. Po tym czasie, próbki analizowano w mikrokapilarnym 
cytometrze przepływowym Muse Cell Analyzer. Uzyskane wyniki przedstawiono jako średnią 
odsetka komórek znajdujących się w poszczególnych fazach cyklu komórkowego dla danej 
próbki. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń eksperymentu. 
 
6.6 Ocena wpływu TSC na indukcję apoptozy 
Komórki linii HCT116 p53+/+, MCF-7, U-251 wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) 
w ilości 250 000/szalkę, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, 
dodano świeżo przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu o stężeniu 1 μM oraz 
doksorubicynę w stężeniu 5 μM. Roztwory przygotowano w sposób analogiczny jak w teście 
MTS. Komórki nietraktowane stanowiły kontrole. Po 48 godzinach inkubacji, komórki 
przepłukano PBS, trypsynizowano 0,05 % roztworem Trypsyna-EDTA, a następnie 
zawieszono w medium i zwirowano przy 500 x g przez 5 minut. Po usunięciu supernatantu, 
komórki zawieszono w PBS i ponownie zwirowano w tych samych warunkach. Otrzymaną 
peletkę komórek zawieszono w 100 μL odczynnika Muse™ Annexin V & Dead Cell Reagent, 
po czym inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej w warunkach zredukowanego 
natężenia światła. Po barwieniu, próbki analizowano w mikrokapilarnym cytometrze 
przepływowym Muse Cell Analyzer. Uzyskane wyniki przedstawiono jako średnią odsetka 
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komórek żywych, wczesno- oraz późno- apoptotycznych dla danej próbki. Wyniki są średnią 
z 3 powtórzeń eksperymentu. 
 
6.7 Wpływ TSC na ekspresję białek zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego 
oraz indukcję apoptozy 
6.7.1 Izolacja białek 
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 500 000 
komórek/dołek, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano 
świeżo przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu o stężeniu 1 μM oraz 
doksorubicynę w stężeniu 5 μM, a komórki poddano 24 i 48 - godzinnej inkubacji. Roztwory 
przygotowano w sposób analogiczny jak w teście MTS. Komórki nietraktowane stanowiły 
kontrole. Po odpowiednim czasie inkubacji, komórki przepłukano PBS, a następnie 
trypsynizowano 0,05 % roztworem Trypsyna-EDTA, po czym zawieszono w zimnym PBS 
i zwirowano przy 2 000 rpm przez 5 minut w 4 °C. Następnie usunięto supernatant, a komórki 
zawieszono w 150 μL buforu lizującego RIPA z dodatkiem koktajli inhibitorów proteaz 
i fosfataz wraz z 0,5 M EDTA. Próbki inkubowano przez 20 minut na lodzie, po czym lizaty 
sonikowano i wirowano przy 10 000 rpm przez 10 minut w 4 °C, celem osadzenia resztek 
komórek nie ulegających lizie w buforze RIPA. Uzyskany lizat białkowy zamrożono w -80 °C 
do dalszych analiz, uprzednio używając 5 μL lizatu do pomiaru stężenia białka. 
 
6.7.2 Pomiar stężenia białka 
Stężenie białka w otrzymanych lizatach oznaczono komercyjnym zestawem - BCA Protein 
Assay Kit zgodnie z protokołem załączonym przez producenta. W tym celu przygotowano 
krzywą wzorcową używając jako standardu - surowiczej albuminy wołowej (BSA) o stężeniu 
wyjściowym 2 mg/mL. Następnie po 20 μL próby badanej (rozcieńczenie 1:4) lub standardu 
przenoszono na płytkę 96-dołkową, w trzech powtórzeniach. Po tych czynnościach, 
przygotowano na świeżo roztwór „WR” (ang. working reagent), poprzez zmieszanie 
odczynników „A” i „B” w stosunku 50:1, a następnie dodano po 150 μL do każdego dołka. Po 
30 minutach inkubacji w 37 °C, przeprowadzono pomiar absorbancji przy długości fali 562 nm, 
za pomocą czytnika płytek wielodołkowych Synergy4. Zawartość białka obliczano na 
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podstawie krzywej wzorcowej, wykreślonej na podstawie wartości absorbancji roztworów BSA 
o stężeniach 0,2 ÷ 1,2 mg/mL. 
 
6.7.3 Elektroforeza SDS-Page 
W pierwszym etapie przeprowadzono rozdział elektroforetyczny zdenaturowanych białek 
względem ich masy cząsteczkowej. W tym celu, przygotowano równe ilości białek (20 μg) 
z lizatów komórkowych, razem z buforem obciążającym - NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) 
oraz środkiem redukującym (500 mM DTT). Przygotowane próbki inkubowano przez 10 minut 
w temperaturze 70 °C, po czym zwirowano i umieszczono na lodzie. Następnie próbki oraz 
marker wielkości (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard) nałożono na 4-12 % żel 
gradientowy - poliakrylamidowy (skład podano w Tabela 22-23). Elektroforezę SDS-Page 
prowadzono w aparacie Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad) w buforze Tris-Glycine-SDS Buffer 
(1x) schłodzonym do temperatury 4 °C. Rozdział prowadzono przy stałym napięciu - 125 V 
przez około 1,5 godziny. 
Tabela 22. Skład 4 % zagęszczającego żelu poliakrylamidowego 
Odczynnik Stężenie końcowe 
30 % Akrylamid/bis-akrylamid 4 % 
1M Tris-HCl; pH 6,8  125 mM 
10 % SDS 0,1 % 
10 % APS 0,05 % 
TEMED 0,1 % 
 
Tabela 23. Skład 12% rozdzielającego żelu poliakrylamidowego 
Odczynnik Stężenie końcowe 
30 % Akrylamid/bis-akrylamid 12 % 
1M Tris-HCl; pH 8,8  375 mM 
10 % SDS 0,1 % 
10 % APS 0,05 % 




6.7.4 Transfer białek na membranę i immunodetekcja 
Po zakończonym rozdziale elektroforetycznym, białka transferowano na nitrocelulozową 
membranę o wielkości porów 0,2 μm. Elektrotransfer prowadzono w aparacie Mini-Protean 
Tetra Cell (Bio-Rad) w buforze do transferu (1x), zawierającym metanol przez 2,5 h przy 
stałym natężeniu 330 mA. Po zakończonym elektrotransferze, membranę nitrocelulozową 
blokowano w roztworze 5 % odtłuszczonego mleka w PBS, zawierającym 0,1 % Tween-20 
(TPBS) przez 1 godzinę. Po blokowaniu, membrany inkubowano ze specyficznymi 
przeciwciałami I-rzędowymi w 5 % odtłuszczonym mleku w TPBS (Tabela 24.) przez noc na 
wytrząsarce w 4 °C. Po tym czasie, membrany płukano trzykrotnie po 5 minut w TPBS, 
a następnie inkubowano z odpowiednimi przeciwciałami II-rzędowymi sprzężonymi 
z peroksydazą chrzanową (HRP) (Tabela 24.) przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. Po 
tym czasie, membrany ponownie płukano trzykrotnie po 5 minut w TPBS, a następnie 
inkubowano przez 5 minut w odczynniku pozwalającym na detekcję białek - SuperSignal™ 
West Pico Chemiluminescent Substrate. Chemiluminescencyjny sygnał przechwytywano za 
pomocą transiluminatora ChemiDoc™ XRS+ System (BioRad). Eksperyment powtórzono co 
najmniej 3-krotnie. 
 
Tabela 24. Przeciwciała użyte do detekcji białek techniką Western blot 
Przeciwciało Pochodzenie Rozcieńczenie Masa białka 
cdc2 (POH1) - I-rzędowe mysie monoklonalne IgG2a 1:1000 34 kDa 
p21Waf1/Cip1 (12D1) - I-rzędowe królicze monoklonalne IgG 1:1000 21 kDa 
p53 (1C12) - I-rzędowe mysie monoklonalne IgG1 1:1000 53 kDa 
β-aktyna (8H10D10) - I-rzędowe mysie monoklonalne IgG2b 1:1000 45 kDa 
II-rzędowe końskie anty-mysie IgG- HRP 1:1000 - 
II-rzędowe kozie anty-królicze IgG- HRP 1:1000 - 
 
6.7.5 Analiza densytometryczna 
Analizę densytometryczną z każdego z co najmniej 3 niezależnych eksperymentów 
przeprowadzono w oprogramowaniu ImageJ 1.41 (Wayne Rasband, National Institutes of 
Health, USA). Poziom ekspresji białek dla prób badanych normalizowano do kontroli, 
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a następnie całość względem ekspresji białka referencyjnego - β- aktyny. Otrzymane wyniki 
wyrażono jako średnią arytmetyczną z odchyleniem standardowym.  
 
6.8 Interkalacja z DNA 
Liofilizowane DNA z grasicy cielęcej (CT-DNA) rozpuszczono w 10 mM roztworze Tris-HCl 
o pH 7,9, po czym delikatnie wymieszano i pozostawiono na noc w 4 °C. Po tym czasie, 
stężenie roztworu CT-DNA zmierzono metodą spektrofotometryczną z wykorzystaniem 
znanych wartości ekstynkcji molowej DNA (6600 M-1cm-1) oraz prawa Lamberta-Beera. 
Ponadto zmierzono stosunek absorbancji przy długościach fali 260 i 280 nm, celem określenia 
czystości CT-DNA. Następnie bezpośrednio przed eksperymentem, przygotowano dwie serie 
roztworów pochodnych tiosemikarbazonu i doksorubicyny o stężeniach: 25 µM; 12,5 µM; 
6 µM i 3 µM w 10 mM Tris-HCl (pH 7,9). Do jednej serii wcześniej przygotowanych 
roztworów dodano 18 µM CT-DNA, po czym całość inkubowano przez 1,5 godziny w 37 °C, 
okazjonalnie mieszając. Widma absorpcyjne zarejestrowano przy pomocy spektrofotometru U-
2900 wyposażonego w lampę deuterową oraz wolframową o zakresie spektralnym 190 – 1100 
nm i monochromator z siatką dyfrakcyjną o wysokiej rozdzielczości. Szybkość skanowania 
wynosiła 1200 nm/min, krok 2 nm, szerokość szczeliny 1,50 nm, zakres spektralny 200 – 650 
nm. Interpretacja otrzymanych wyników została przygotowana przy użyciu oprogramowania 
UV-Solution oraz OriginPro 8.0. 
 
7. Synergia farmakologiczna 
7.1 Synergistyczne działanie TSC z fotouczulaczami 
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 200 
000/szalkę, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano 
przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu oraz fotouczulaczy, a komórki 
inkubowano kolejne 24 godziny. Po tym czasie medium usunięto, komórki przepłukano PBS, 
a następnie dodano 1 mL DMEM bez surowicy i czerwieni fenolowej. Kolejno, komórki 
naświetlono światłem czerwonym - 660 nm w dawce 12 J/cm2. A następnie medium bez 
surowicy i czerwieni fenolowej zastąpiono standardowym medium hodowlanym z surowicą. 
Po 24 h inkubacji frakcja przeżywająca komórek została określona przy pomocy testu MTS 
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opisanego w rozdziale 5. Roztwory zostały przygotowane bezpośrednio przed eksperymentem, 
a pomiary prowadzono w warunkach zredukowanego natężenia światła. Wyniki są średnią z 3 
powtórzeń w 3 niezależnych eksperymentach. Rodzaj oraz siłę oddziaływania (synergia, 
antagonizm) określono przy użyciu oprogramowania CompuSyn. 
 
7.2 Lokalizacja wewnątrzkomórkowa TSC i fotouczulaczy 
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na szkiełka podstawowe w ilości 300 000/szalkę, 
a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano świeżo 
przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu: Dp44mT (15 nM), MS168 (15 nM), 3-
AP (1,67 μM) oraz fotouczulaczy – chloryny c i Foscanu (2,5 μM), a komórki inkubowano 
kolejne 24 godziny. Po tym czasie medium usunięto, komórki przepłukano PBS, a następnie 
dodano roztwór odpowiedniego barwnika wiążącego się z mitochondriami: MitoTracker® 
Orange (100 nM) lub MitoTracker® Green (100 nM) i inkubowano 30 minut w 37 °C. Po 
barwieniu, komórki przepłukano PBS i utrwalono przez 10 minut w 3,7 % roztworze 
paraformaldehydu. Wewnątrzkomórkową lokalizację związków obserwowano przy pomocy 
systemu konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej Olympus Fluoview FV1000. 
Fluorescencję tiosemikarbazonów wzbudzano laserem diodowym o długości fali 405 nm 
i odczytywano przy długości 461 nm. Fluorescencję barwnika MitoTracker Green wzbudzano  
laserem argonowo-jonowym o długości fali 488 nm i odczytywano przy długości fali 519 nm. 
Z kolei fluorescencję fotouczulaczy oraz barwnika MitoTracker Orange wzbudzano laserem 
helowo-neonowym o długości fali 543 nm i odczytywano przy długości fali 615 nm (dla 
fotouczulaczy) oraz 576 nm (dla trackera). Obrazy uzyskano stosując obiektyw immersyjny 
60x Plan Apo 60x (NA 1,35). Analizę przeprowadzono przy pomocy oprogramowania ImageJ 
1.41 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). 
 
7.3 Wpływ TSC i fotouczulaczy na ekspresję genów związanych z obroną 
antyoksydacyjną 
7.3.1 Projektowanie starterów do reakcji PCR 
Do projektowania starterów wykorzystano sekwencje mRNA badanych genów, 
opublikowanych w bazie NCBI. Sekwencje starterów wykorzystanych w reakcji PCR w czasie 
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rzeczywistym zaprojektowano przy użyciu programu Primer 3. Sekwencje starterów 
dodatkowo zweryfikowano w programie Oligo 6.0. Syntezę starterów oraz ich oczyszczanie 
metodą HPLC zlecono firmie Sigma-Aldrich.  
 




w bazie GenBank 
Starter Forward (5´→3´) Starter Reverse (5´→3´) 
MnSOD NM_001024465.1 AAACCTCAGCCCTAACGGTG CCAGGCTTGATGCACATCTTA 
CAT NM_001752.3 ACTGTTGCTGGAGAATCGGG AAGTCTCGCCGCATCTTCAA 
GADPH NM_002046 GAGTCAACGGATTTGGTCGTA GCCCCACTTGATTTTGGAG 
 
7.3.2 Izolacja całkowitego RNA 
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 500 000 
komórek/dołek, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano 
świeżo przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu: Dp44mT i MS168 o stężeniu 
25 nM oraz fotouczulaczy: chloryny i Foscanu o stężeniu 0,5 μM. Ponadto, celem wygaszenia 
reaktywnych form tlenu dodano Neokuproinę w stężeniu 25 μM. Komórki nietraktowane 
stanowiły kontrole. Roztwory zostały przygotowane bezpośrednio przed eksperymentem, 
a wszystkie czynności prowadzono w warunkach zredukowanego natężenia światła. Po 24 
godzinnej inkubacji, komórki naświetlono światłem czerwonym - 660 nm w dawce 12 J/cm2, 
a następnie inkubowano przez 6 godzin w 37 °C. Po tym czasie inkubacji, wyizolowano 
całkowite komórkowe RNA za pomocą odczynnika TRIzol Reagent. Całą procedurę opisano 
powyżej w podrozdziale 6.4.2. 
 
7.3.3 Odwrotna transkrypcja 
Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadzono zgodnie z procedurą opisaną powyżej 
w  podrozdziale 6.4.3. 
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7.3.4 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym 
Reakcję PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano na płytkach 96-dołkowych w aparacie 
CTX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System. W skład mieszaniny reakcyjnej o objętości 
20 µL na pojedynczą reakcję wchodził 1 µL uzyskanej matrycy (cDNA), 10 µL zestawu 
SYBR® Green PCR Master Mix (2x stężony), po 0,5 µL starterów forward i reverse (20 μM 
każdy) oraz 7 µL ddH2O. Reakcję PCR prowadzono w następujących warunkach: początkowa 
denaturacja - 95 °C przez 20 sekund, a następnie powtórzono w 40 cyklach: denaturacja - 95 
°C przez 10 sekund; przyłączanie starterów 60 °C - 20 sekund; wydłużanie - 72 °C - 30 sekund. 
Następnie dokonywano oceny temperatury topnienia otrzymanych produktów z dokładnością 
do 0,1 ºC/s. Każdą próbkę cDNA amplifikowano w trzech powtórzeniach. Uzyskane wyniki 
analizowano w odniesieniu do genu referencyjnego (GADPH) amplifikowanego z tego samego 
cDNA, na podstawie metody 2-ΔΔCT opisanej przez Livak i Schmittgen, 2001 [371]. Analizę 
ekspresji genów przeprowadzono w oprogramowaniu Bio-Rad CFX Manager 3.1. Wyniki 
pochodzą z co najmniej 3 niezależnych eksperymentów.   
 
7.4 Wpływ TSC i fotouczulaczy na peroksydację lipidów 
Komórki linii HCT116 p53+/+ wysiano na szalki o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 300 
000/szalkę, a następnie inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie, dodano świeżo 
przygotowane roztwory pochodnych tiosemikarbazonu oraz fotouczulaczy w stężeniach 0,05 
μM, 0,75 μM, 1,5 μM, 3 μM, 10 μM, a komórki inkubowano kolejne 24 godziny. Po tym czasie 
medium usunięto, komórki przepłukano PBS, a następnie dodano 1 mL DMEM bez surowicy 
i czerwieni fenolowej. Kolejno, komórki naświetlono światłem czerwonym - 660 nm w dawce 
12 J/cm2. A następnie medium bez surowicy i czerwieni fenolowej zastąpiono standardowym 
medium hodowlanym z surowicą i inkubowano w 37 °C. Po 3 godzinach, komórki przepłukano 
PBS, następnie trypsynizowano 0,05 % roztworem Trypsyna-EDTA. Następnie zawiesinę 
komórek zwirowano przy 14 000 rpm przez 2 minuty, usunięto supernatant i komórki 
zawieszono w PBS. Następnie przygotowane roztwory 15 % kwasu trójchlorooctowego w 0,25 
M HCl oraz 0,37 % kwasu tiobarbiturowego w 0,25 M HCl dodano do każdej próbki 
i inkubowano w 90 °C przez 20 minut. Po tym czasie, próbki natychmiast schłodzono na lodzie 
przez 5 minut, a następnie zwirowano przy 5 000 rpm przez 5 minut. Po tym czasie zmierzono 
absorbancję powstałego produktu - malondialdehydu przy długości fali 532 nm, za pomocą 
czytnika płytek wielodołkowych Synergy4. Stężenie powstałego malondialdenydu obliczono 
130 
 
przy pomocy molowego współczynnika absorpcji, który wynosi 156 mM-1cm-1, na podstawie 
prawa Lamberta-Beera. Uzyskane wyniki pochodzą z 3-4 niezależnych eksperymentów.   
 
8. Analiza statystyczna 
Wszystkie wyniki wyrażono jako średnie arytmetyczne ± odchylenie standardowe (SD) z co 
najmniej trzech niezależnych eksperymentów. Analizę statystyczną przeprowadzono przy 
użyciu oprogramowania GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, USA), stosując testy  
t-Studenta oraz ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego. Poziom istotności (p-value) < 0,05 
uznano za znamienny statystycznie. Współczynnik kombinacji CI wraz z wartościami błędów 
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Prezentacje ustne na konferencjach naukowych = 7 
Postery naukowe na konferencjach krajowych oraz międzynarodowych = 13 
 
Znajomość języków obcych: 
Język angielski - dobry 




Sport: wioślarstwo (sukcesy: II i III miejsce na Akademickich Mistrzostwach Śląska w 
ergometrze wioślarski, kategoria: normalna), kolarstwo, turystyka górska 
Muzyka – progresywny rock; gra na gitarze basowej. 
Gry planszowe 
 
